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1) I NEURONI GnRH 
1.1 IL PEPTIDE GnRH 
Il Gonadotrophin Releasing Hormone (GnRH), chiamato anche GnRH, è un decapeptide 
(pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2) che ha un ruolo chiave nel processo 
riproduttivo. Viene prodotto da neuroni secernenti ipotalamici e rilasciato nel circolo portale 
ipotalamo-ipofisario attraverso il quale viene trasportato all’ipofisi anteriore. Dopo essersi 
legato al suo specifico recettore (recettore GnRH di tipo I) su cellule specializzate dell’ipofisi 
anteriore, l’ormone stimola la biosintesi e la secrezione delle gonadotropine LH (luteinizing 
hormone) e FSH (follicle stimulating hormone), che a loro volta vengono liberate nella 
circolazione sistemica, attraverso la quale giungono alle gonadi, ove regolano la 
steroidogenesi e la gametogenesi in entrambi i sessi. 
La presenza di un’attività rilasciante l’ormone luteinizzante (LH) in estratti acidi di 
ipotalami di ratto fu dimostrata da McCann e collaboratori già nel 1960 (McCann and 
Friedman 1960), ma la struttura del decapeptide non venne determinata fino al 1971 
simultaneamente dal laboratorio di Schally (Matsuo, Baba et al. 1971) e di Guillemain 
(Amoss, Burgus et al. 1971). Qualche anno dopo mediante dosaggio radioimmunologico il 
GnRH venne localizzato nell’ipotalamo mediobasale e nelle regioni rostrali preottica e 
sovrachiasmatica in diverse specie animali. Il gene codificante per il prepropeptide GnRH è 
stato sequenziato da Seeburg and Adelman nel 1984 (Seeburg and Adelman 1984). 
Dalla sua scoperta sono stati sviluppati e studiati molti analoghi del GnRH con potenza 
biologica maggiore. Alcuni di questi analoghi sintetici sono stati utilizzati in modo efficace in 
clinica, in una ampia gamma di endocrinopatie riproduttive, mentre altri sono stati largamente 
adottati nei regimi di iperstimolazione ovarica controllata per la riproduzione assistita. Infine, 
gli analoghi del GnRH sono utilizzati anche quali soppressori della proliferazione tumorale. 
L’azione dei neuroni GnRH-secernenti si esplica mediante il rilascio pulsatile di GnRH a 
livello del circolo portale ipofisario; è da notare che, benchè le modalità di secrezione di 
questo ormone siano differenti a seconda della specie, del sesso e dello stato fisiologico, la 
pulsatilità o comunque l’episodicità della secrezione è  stata sempre osservata in tutti i sistemi 
ad oggi analizzati (Gore, Oung et al. 2002).  
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Fino ad ora sono stati isolati nei vertebrati più di 12 isoforme di GnRH, che condividono il 
10-50% degli aminoacidi. La maggior parte delle specie di vertebrati possiede due/tre forme 
di GnRH che differiscono nella loro sequenza aminoacidica, nella loro localizzazione e 
nell’origine embrionale. Nell’uomo, accanto al GnRH-I (che in questa tesi verrà sempre 
indicato come GnRH), è stato isolato anche un secondo tipo di GnRH, chiamato GnRH-II, 
strutturalmente identico al GnRH originariamente isolato nel pollo (White, Eisen et al. 1998). 
Questa seconda isoforma del GnRH differisce dalla prima per tre residui aminoacidici nelle 
posizioni 5, 7, 8 (His5Trp7Tyr8GnRH-I). Una delle specifiche funzioni biologiche del GnRH-
II è quella di servire da potente inibitore dei canali del potassio nel ganglio simpatico degli 
anfibi, facilitando la trasmissione eccitatoria rapida da parte dei neurotrasmettitori 
convenzionali e potrebbe costituire un meccanismo neuromodulatorio generale per il GnRH-II 
nel sistema nervoso. Recentemente, per questa seconda isoforma del GnRH è stato suggerito 
un ruolo nel coordinamento tra la disponibilità energetica ed il comportamento riproduttivo 
(Temple, Millar et al. 2003). 
Analisi immunoistochimiche effettuate su sezioni seriali di cervelli di ratti adulti maschi e 
femmine hanno indicato la presenza di un totale di 1200-1400 neuroni contenenti GnRH 
(Wray and Gainer 1987). I corpi cellulari di circa 800 di questi neuroni sono localizzati, in 
modo disperso, nell’area preottica (POA) dell’ipotalamo, ad una considerevole distanza dai 
loro terminali situati a livello della regione dell’eminenza mediana e del nucleo arcuato (ME-
ARC), dove possono entrare in contatto diretto con lo spazio perivascolare: questa situazione 
anatomica permette di regolare l’attività dei neuroni GnRH-secernenti in modo indipendente, 
sia a livello dei corpi cellulari sia delle sinapsi (King and Letourneau 1994; Kaur, Heera et al. 
2002). Altri 400-600 neuroni contenenti GnRH risiedono nel bulbo olfattorio e sono 
importanti per il controllo del comportamento riproduttivo. La concentrazione più alta di 
GnRH è a livello dell’eminenza mediana e nell’organo vascoloso della lamina terminale 
(OVLT) (Sagrillo, Grattan et al. 1996). 
1.2 DESCRIZIO NE DEL SISTEMA GnRH 
Il “sistema GnRH” è costituito da neuroni ipotalamici che producono e secernono il 
decapeptide GnRH, dalle cellule gliali ad essi associate, oltre che da altre popolazioni 
neuronali che ne possono modulare l’attività; questo network cellulare permette di integrare 
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molteplici fattori, sia endogeni sia ambientali, implicati nella regolazione della secrezione 
degli ormoni sessuali e, di conseguenza, delle funzioni riproduttive. 
Infatti, il sistema GnRH è sottoposto ad una stretta regolazione da parte di fattori 
ambientali e di ormoni steroidei e peptidici. Per quanto riguarda gli ormoni è possibile 
osservare tre diversi tipi di feedback: quello lungo, operato dagli steroidi gonadici, quello 
breve, da parte degli ormoni ipofisarici LH ed FSH e quello ultrabreve, da parte dello stesso 
GnRH. Questi segnali di feedback possono essere sia positivi che negativi e modulare la 
sintesi e/o il rilascio del GnRH, e si possono esplicare sui diversi componenti del sistema 
GnRH, cioè i neuroni GnRH-secernenti, i neuroni ad essi afferenti e le cellule gliali che li 
circondano. Infatti, nel corso degli ultimi 15 anni è stato messo in luce, e via via sempre 
meglio caratterizzato il ruolo delle cellule gliali in questo network, evidenziandone 
un’importante funzione regolatoria sui neuroni GnRH sia in vitro che in vivo (Ojeda and Ma 
1999; Melcangi, Martini et al. 2002). 
1.3 REGO LAZIO NE STERO IDEA DEL SISTEMA GnRH 
Tutti i processi che portano a sintesi e rilascio di GnRH (velocità di trascrizione, stabilità 
dell’mRNA, processi post-traduzionali, ecc.) sono selettivamente regolati nei neuroni GnRH 
attraverso una serie di diversi sistemi di controllo. Tra questi uno dei più importanti è quello 
dato dai meccanismi di feedback steroideo.  
Il concetto che gli steroidi modulano il rilascio di GnRH e di gonadotropine venne 
postulato per la prima volta negli anni ’30; nonostante siano passati quasi 80 anni, come e 
dove gli ormoni agiscano per esercitare i loro effetti di feedback negativi o positivi resta 
ancora un argomento controverso e dibattuto della neuroendocrinologia. Ad oggi, si pensa che 
i livelli di gonadotropine circolanti riflettano le variazioni dei livelli di GnRH nella 
circolazione portale. Inoltre, poiché in entrambi i sessi la rimozione degli ormoni steroidei 
mediante castrazione causa un aumento della secrezione di GnRH, si pensa che gli estrogeni 
(E) e gli androgeni (A) agiscano nel sistema nervoso centrale (SNC) inibendo il rilascio di 
questo decapeptide (Kalra and Kalra 1989). Deve però essere evidenziato che gli studi sul 
controllo dell’espressione genica del GnRH esercitato dagli ormoni steroidei hanno dato 
luogo a risultati contraddittori. 
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1.3.1 ANDROGENI  
Diversi autori hanno esaminato l’effetto della castrazione sull’espressione genica del 
GnRH nel ratto maschio, partendo dall’ipotesi di lavoro che un aumento dell’attività 
secretoria di neuroni peptidergici possa essere accoppiata con una aumentata sintesi del 
peptide. I risultati di questi studi hanno riportato livelli di GnRH-mRNA aumentati, diminuiti 
o invariati dopo orchidectomia (Sagrillo, Grattan et al. 1996; Gore and Roberts 1997). 
Analizzando il time-course delle variazioni di GnRH ottenute in alcuni studi, si può osservare 
che i livelli di mRNA del decapeptide aumentano 1-3 giorni dopo la castrazione, ritornano ai 
livelli basali dei controlli dopo 5-7 giorni e infine, aumentano ancora dopo 14-21 giorni 
dall’operazione (Emanuele, Jurgens et al. 1996). In ratti maschi castrati, il trattamento con 
testosterone (T) o diidrotestosterone (DHT) ha dato luogo a differenti risultati. Anche in 
questo caso, alcuni autori hanno riportato un aumento, altri una diminuzione, altri ancora una 
non variazione dei livelli di GnRH-mRNA. Ad esempio, Park e collaboratori hanno 
evidenziato un aumento di GnRH-mRNA dopo trattamento con T (Park, Park et al. 1988), 
mentre Spratt e Herbison non hanno trovato alcun effetto del DHT (Spratt and Herbison 
1997). Infine, Toranzo e collaboratori hanno osservato che il DHT diminuisce la quantità di 
GnRH-mRNA riportandola ai livelli della precastrazione (Toranzo, Dupont et al. 1989). 
Inoltre, va anche ricordato che in uno studio è stato riportato che, a dosi fisiologiche, gli A 
sono in grado di regolare negativamente i livelli di GnRH-mRNA attraverso un meccanismo 
dipendente dal recettore androgenico (AR). Un’analisi approfondita di questi studi dimostra 
però che essi sono stati svolti con metodiche differenti (diverse tecniche di ibridazione, 
diversi intervalli di castrazione, diverso tipo di steroide utilizzato e diverse dosi e tempi di 
trattamento), e questo potrebbe aiutare a spiegare le discrepanze tra gli studi dei diversi 
laboratori. 
1.3.2 ESTROGENI 
Il primo impatto tra neuroni GnRH secernenti ed E si ha durante lo sviluppo, quando 
l’estradiolo e l’estrone, derivanti dall’aromatizzazione degli A, agiscono sul sistema GnRH 
(anche se apparentemente non in modo diretto sui neuroni GnRH secernenti) per differenziare 
in senso maschile diversi e specifici parametri (Herbison 1998). In questo modo, la risposta 
del sistema GnRH agli E resta fissata per tutto il periodo post-natale, in quanto il sistema 
GnRH maschile o femminile risponderà per sempre in modo diverso alle influenze degli E.  
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Nella femmina adulta, gli E esercitano un’influenza stimolatoria sul GnRH secreto agendo 
a livello dell’eminenza mediana, dove danno inizio al picco di LH (Caraty, Locatelli et al. 
1989). Gli E sono anche in grado di regolare la biosintesi di GnRH attraverso modificazioni 
della trascrizione genica e delle modificazioni post-trascrizionali (Kelly, Garrett et al. 1989). 
Il picco preovulatorio di GnRH richiede diverse ore di pre-esposizione del sistema GnRH agli 
E. L’azione stimolatoria degli E sembra essere mediata, nel ratto, da neuroni localizzati 
nell’area preottica rostrale (Wiegand and Price 1980; Wiegand and Terasawa 1982). Il 
prolungato periodo di esposizione agli E inizia una cascata di eventi neuronali che si riflettono 
sulla sintesi e sulla secrezione del GnRH.  
Gli effetti inibitori degli E sui neuroni GnRH secernenti sono molto controversi, ma 
diverse evidenze supportano il fatto che gli E possano avere questi effetti sulla secrezione del 
GnRH e in particolare diminuiscano l’ampiezza dei pulsi di GnRH e la sua espressione genica 
(Chongthammakun and Terasawa 1993). L’influenza inibitoria degli E si esplica in modo più 
rapido (entro 1-2 h) rispetto a quella stimolatoria e potrebbe correlare con una diretta e 
parallela inibizione della attività elettrica dei neuroni GnRH (Caraty, Locatelli et al. 1989). 
L’effetto inibitorio degli E sulla sintesi di GnRH non può però essere automaticamente 
attribuito all’ovariectomia, in quanto questa operazione elimina oltre che gli E anche il 
progesterone (P), le inibine, le activine e altri peptidi attivi dal punto di vista ormonale. A 
causa di queste interazioni è stato riportato che l’ovariectomia diminuisce, aumenta o non ha 
effetto sull’espressione genica del GnRH (Gore and Roberts 1997). 
Diversi studi hanno esaminato le variazioni nell’espressione genica del GnRH durante il 
ciclo estrale o indotte dal trattamento con steroidi dopo ovariectomia. Il rilascio pulsatile del 
decapeptide aumenta durante il picco di gonadotropine indotto artificialmente in scimmie 
(Xia, Van Vugt et al. 1992) o pecore (Gore and Roberts 1997) ovariectomizzate. Gore e 
Roberts hanno anche dimostrato, mediante RNase protection assay, che né i livelli di GnRH-
mRNA, né i livelli di trascritto primario vengono variati dal trattamento estro-progestinico 
durante il picco di LH indotto in ratte ovariectomizzate (Gore and Roberts 1995). Questo dato 
è stato confermato anche da un altro laboratorio mediante ibridazione in situ (Marks, Lent et 
al. 1994). Al contrario uno studio più recente ha riportato che i livelli di trascritto primario di 
GnRH possono essere modificati prima che il GnRH-mRNA inizi a fluttuare nel giorno del 
picco di LH (Jimenez-Linan and Rubin 2001). 
Infine, gli E possono anche regolare la traduzione e il processamento del peptide pro-
GnRH. Quest’ultimo viene diminuito nell’area preottica anteriore e nell’ipotalamo anteriore 
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di ratte ovariectomizzate, sia in presenza sia in assenza di variazioni parallele di GnRH-
mRNA (Sagrillo, Grattan et al. 1996; Herbison 1998). I livelli di peptide pro-GnRH vengono 
aumentati diversi giorni dopo l’inizio del trattamento con E (Roberts, Dutlow et al. 1989). 
L’andamento dell’espressione genica del GnRH è stato valutato anche in femmine di ratto 
durante le diverse fasi del ciclo ovulatorio ed anche in questo caso si sono ottenuti risultati 
contraddittori. L’analisi dei livelli del peptide GnRH hanno indicato che si ha un picco di 
GnRH poco prima o simultaneamente a quello dell’LH (Gore and Roberts 1997). Per quanto 
riguarda l’espressione genica del GnRH, alcuni autori hanno riportato che i livelli di GnRH-
mRNA non variano durante il ciclo estrale (Malik, Silverman et al. 1991; Marks, Lent et al. 
1994), mentre altri autori indicano un aumento dell’espressione genica nel pomeriggio del 
proestro (Gore and Roberts 1997). 
1.3.3 PROGESTERONE 
Vi sono sostanziali evidenze che indicano un importante ruolo del P nell’indurre o nel 
facilitare il picco delle gonadotropine. Questo steroide sembra agire a diversi livelli, in quanto 
esso esercita un effetto regolatorio diretto sulle cellule dell’ipofisi anteriore, ma è anche in 
grado di agire a livello ipotalamico modulando la sintesi e il rilascio pulsatile di GnRH 
(Ramirez, Dluzen et al. 1980; Kim, Lee et al. 1989). Inoltre, il P sembra essere indispensabile 
per poter avere una piena responsività dell’ipofisi al GnRH. Infatti, dopo ovariectomia e 
adrenalectomia i soli E non sono in grado di indurre un picco preovulatorio di gonadotropine 
(Mahesh and Brann 1998). Probabilmente, la modulazione della secrezione di GnRH da parte 
del P riflette la modulazione parallela dell’espressione del decapeptide. Infatti è stato riportato 
che il P aumenta i livelli di GnRH-mRNA nel MBH e nella POA del ratto (Kim, Lee et al. 
1989) e che, sotto influenza del P, i livelli del trascritto per il GnRH diminuiscono dopo il 
picco di gonadotropine (Gore and Roberts 1995; Petersen, McCrone et al. 1995). Inoltre, in 
ratte prepuberi ovariectomizzate e trattate con E, il P è in grado di aumentare i livelli 
ipotalamici di GnRH-mRNA (Kim, Lee et al. 1989). Questa azione potrebbe essere mediata 
dagli aminoacidi eccitatori, poiché l’aumento dell’espressione genica del GnRH viene 
completamente abolito dalla preventiva somministrazione di MK-801, un antagonista del 
recettore NMDA (Seong, Lee et al. 1993). 
Esperimenti effettuati su frammenti ipotalamici hanno suggerito un sito d’azione di 
membrana per il P (Park and Ramirez 1989). Molti studi hanno anche riportato che gli steroidi 
derivati dal P possano influenzare la secrezione delle gonadotropine con un meccanismo 
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d’azione che non coinvolge i classici recettori intracellulari del P (Sim, Skynner et al. 2001). 
In questo contesto, è stato dimostrato che le cellule GT1 esprimono il recettore GABAA e che  
il THP (un metabolita del P in grado di legare il recettore GABAA) ha una azione rapida 
(entro i 3 minuti), correlata alla dose e bifasica sul rilascio di GnRH (El-Etr, Akwa et al. 
1995). L’ipotesi che l’effetto del THP sia mediato dal recettore GABAA è supportata dal fatto 
che antagonisti di questo recettore quali la bicocullina e la picrotossina, sono in grado di 
abolire la secrezione di GnRH indotta dal THP in questo sistema (El-Etr, Akwa et al. 1995). 
Inoltre, la rapidità dell’azione del THP suggerisce che questo steroide non venga 
retroconvertito a DHP e quindi non agisca mediante il recettore del P. Recentemente lo stesso 
gruppo di ricerca  ha dimostrato che il pregnenolone solfato (pur non legando alcun recettore 
steroideo intracellulare classico) è in grado di potenziare la secrezione del GnRH indotta dal 
glutammato grazie ad una modulazione allosterica positiva dei recettori NMDA (El-Etr, 
Akwa et al. 2006). 
1.3.4 S ITO D’AZIONE 
L’esatto sito d’azione degli steroidi sul sistema GnRH non è ancora stato completamente 
chiarito. Nella femmina adulta di ratto, il nucleo AVPv (anteroventrale-periventricolare), una 
zona dell’area preottica in cui sono stati localizzati numerosi neuroni che esprimono le 
isoforme α e β  del ER e il PR, potrebbe essere il sito critico dove agiscono gli E per indurre la 
biosintesi del GnRH (Wiegand and Price 1980; Wiegand and Terasawa 1982). Il nucleo 
AVPv potrebbe essere anche il sito in cui i segnali steroidei e gli input circadiani vengono 
integrati prima di essere trasmessi ai neuroni GnRH (Watson, Langub et al. 1995). 
Anche il sito in cui gli E esercitano la loro azione inibitoria sulla secrezione del GnRH non 
è ancora completamente chiarito e sembra essere diverso da quello in cui si ha la 
stimolazione. Di particolare importanza è la dimostrazione che l’espressione genica del GnRH 
è aumentata a livello dell’OVLT al momento del picco di LH, mentre il contenuto di GnRH 
aumenta in aree ipotalamiche più caudali prima del picco di gonadotropine (Porkka-
Heiskanen, Urban et al. 1994). Questo potrebbe suggerire l’esistenza di sotto-popolazioni di 
neuroni GnRH che rispondono differentemente agli steroidi. La regione più importante a 
questo proposito è ancora l’AVPv. 
Molti neuroni entrano in contatto diretto con i neuroni GnRH (Pfaff and Keiner 1973; 
Fuxe, Cintra et al. 1987), sia a livello dei corpi cellulari sia a livello dei terminali nella ME, e 
possono produrre differenti neurotrasmettitori o peptidi neuroattivi che vanno a modulare la 
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secrezione di GnRH a livello della eminenza mediana e/o la sua produzione a livello dei corpi 
cellulari; tra i più importanti si possono ricordare il GABA che, agendo sui recettori GABAA 
a livello dei corpi cellulari dei neuroni GnRH, ha un effetto inibitorio sulla loro attività 
secretoria (Jarry, Leonhardt et al. 1991), e gli aminoacidi neuroeccitatori quali il glutammato e 
l’aspartato, che hanno un ruolo importante nella generazione della pulsatilità della secrezione 
del GnRH (Ping, Mahesh et al. 1994; Zanisi, Galbiati et al. 1994). 
Recentemente è stato dimostrato che i neuroni GnRH nella pecora possiedono anche i 
recettori GABAB, ma non nei terminali dell’eminenza mediana, quindi probabilmente non 
sono coinvolti nella regolazione della secrezione del GnRH (Sliwowska, Billings et al. 2006). 
1.3.5 MODALITÀ D’AZIONE 
Per quanto riguarda il modo d’azione degli ormoni sessuali steroidei sulla secrezione di 
GnRH, sono stati postulati almeno tre diversi tipi di meccanismo: a) un’azione diretta degli E 
sui neuroni GnRH; b) un’azione indiretta mediata dai neuroni situati vicino ai neuroni GnRH; 
c) un’azione indiretta che coinvolge l’interazione tra le cellule gliali e i neuroni GnRH 
secernenti. 
Per poter postulare una azione diretta degli ormoni steroidei sui neuroni GnRH è 
necessaria la dimostrazione della presenza dei recettori steroidei in questi neuroni. Shivers e 
collaboratori hanno riportato che i neuroni GnRH non sono in grado di concentrare E 
(Shivers, Harlan et al. 1983). Questo dato è supportato dalla dimostrazione dell’assenza di  
mRNA che codifica per il recettore degli E (ER) α e della corrispondente proteina nei neuroni 
GnRH (Herbison, Pape et al. 2001). La scoperta di un secondo tipo di ER, chiamato ERβ  
(Kuiper, Enmark et al. 1996; Mosselman, Polman et al. 1996), ha riaperto la questione se i 
neuroni GnRH posseggono i ER. I dati ottenuti in diversi laboratori indicano la presenza del 
messaggero e della proteina per ERβ nei neuroni GnRH  (Butler, Sjoberg et al. 1999; 
Skynner, Sim et al. 1999; Hrabovszky, Shughrue et al. 2000; Kallo, Butler et al. 2001). Questi 
studi potrebbero indicare che gli effetti esercitati dagli E sui neuroni GnRH potrebbero essere 
diretti e mediati da ERβ. Va fatto notare però che solo una piccola parte di neuroni GnRH 
esprime ERβ,  e quindi bisogna essere cauti nell’affermare che i neuroni GnRH rappresentino 
un bersaglio diretto dell’azione degli E. Resta comunque la possibilità che ER siano espressi 
dai neuroni GnRH solo durante l’embriogenesi e/o durante le prime fasi della vita postatale. 
Questa possibilità è supportata dal fatto che ER sono espressi nelle cellule GT1  (Poletti, 
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Melcangi et al. 1994; Radovick, Wray et al. 1994; Kallo, Butler et al. 2001), le quali 
potrebbero essere molto simili a neuroni GnRH immaturi.  
I neuroni GnRH in vivo non esprimono neppure il AR (Huang and Harlan 1993); anche in 
questo caso, è stato riportato che le cellule GT1 esprimono AR-mRNA ed hanno livelli 
dosabili di siti di legame ad alta affinità per gli A (Poletti, Melcangi et al. 1994; Belsham, 
Evangelou et al. 1998). Le cellule GT1 esprimono anche ARA70, uno specifico co-attivatore 
ligando-indipendente di AR, che è in grado di aumentare la transattivazione di AR (Yeh and 
Chang 1996). 
La scoperta che anche nelle cellule GT1 sono stati trovati bassi livelli di recettori steroidei, 
potrebbe spiegare perché questi non siano ancora stati identificati nei neuroni GnRH in vivo. 
Cioè, l’apparente assenza di recettori steroidei nei neuroni GnRH in vivo potrebbe essere 
dovuta a diversi motivi: i) i neuroni GnRH sono pochi e molto distribuiti; ii) questi neuroni 
possiedono pochi recettori per gli steroidi; iii) le metodiche fino ad ora utilizzate in questo 
campo di ricerca non hanno ancora sufficiente sensibilità. Inoltre, è possibile che solo 
sottogruppi di neuroni GnRH contengano recettori steroidei, come è stato evidenziato per il 
recettore del P (PR) (King and Rubin 1995). Infatti, nel porcellino d’india una piccola 
sottopopolazione di neuroni GnRH, non superiore al 5%, è in grado di esprimere il PR (King 
and Rubin 1995). 
Per quanto riguarda il secondo tipo di meccanismo, va tenuto in considerazione che diversi 
sistemi di neurotrasmettitori sono presenti nei neuroni che fanno parte del sistema GnRH. 
Ovviamente quindi, gli E potrebbero stimolare i neuroni GnRH prima del picco di 
gonadotropine mediante l’attivazione di una o più di queste vie di neurotrasmettitori. Per 
esempio, è risaputo che gli aminoacidi neuroeccitatori e la norepinefrina vengono utilizzati 
dagli E per attivare l’attività dei neuroni GnRH a livello del loro corpo cellulare. 
Neuropeptide Y e norepinefrina hanno lo stesso ruolo ma a livello dei terminali nervosi 
(Herbison 1998). Gli E potrebbero anche utilizzare vie inibitorie, quale ad esempio quella 
della β-endorfina, dando luogo ad una disinibizione dell’attività dei neuroni GnRH (Herbison 
1998). Gli E possono variare la responsività dei neuroni GnRH all’attivazione di diversi 
sistemi recettoriali ai loro rispettivi messaggeri specifici. Ad esempio gli E possono variare la 
responsività cellulare all’attivazione da parte del glutammato dei recettori ionotropici 
(Malyala, Kelly et al. 2005). In aggiunta, gli E possono alterare il legame di recettori 
accoppiati a proteine G,  quali quelli degli oppioidi (µ e κ), quello per il GABAB e il D2 per 
la dopamina, ai rispettivi sistemi effettori intracellulari (Malyala, Kelly et al. 2005).  
11 
 
Anche nel caso del P, c’è la possibilità che esista un controllo indiretto dei neuroni GnRH 
tramite neuropeptidi e/o classici neurotrasmettitori (Herbison 1998). Infatti, mentre non vi 
sono chiare evidenze dell’espressione di PR nei neuroni GnRH, i PR sono stati trovati nei 
neuroni che circondano i neuroni GnRH (Leranth, MacLusky et al. 1992; King and Rubin 
1995; Sim, Skynner et al. 2001). 
La terza possibilità d’azione degli ormoni sessuali steroidei sulla secrezione di GnRH, cioè 
quella di un’azione indiretta che coinvolge l’interazione con le cellule gliali, sarà analizzata in 
dettaglio più avanti. 
1.4 INTERAZIO NI TRA CELLULE GLIALI E NEURO NI GNRH-SECERNENTI 
Le cellule gliali oltre ad avere un importante ruolo strutturale, svolgono anche funzioni 
regolatorie nel sistema nervoso centrale (SNC): esse possono infatti comunicare con le altre 
cellule producendo molti degli stessi neurotrasmettitori che vengono normalmente usati nella 
comunicazione neuronale. 
Le modalità di comunicazione tra cellule gliali e neuroni e cellule gliali possono essere sia 
dirette mediante gap junction, canali intercellulari che permettono un flusso diretto 
unidirezionale (Nedergaard 1994) o bidirezionale (Froes, Correia et al. 1999) di ioni, secondi 
messaggeri e metaboliti a basso peso molecolare, sia indirette tramite la secrezione di 
messaggeri intercellulari quali fattori di crescita, eicosanoidi, neuropeptidi e 
neurotrasmettitori, che sono riconosciuti da recettori di membrana sia a livello degli astrociti 
sia dei neuroni, permettendo in questo modo lo scambio di informazioni fra gli stessi astrociti 
e fra astrociti e neuroni (Barres 1991; Martin 1992). 
Per quanto riguarda l’azione che gli ormoni steroidei potrebbero svolgere nei neuroni 
GnRH mediante variazioni nelle interazioni tra glia e neuroni, va ricordato che molti dati 
indicano importanti interazioni strutturali e chimiche tra cellule gliali e neuroni GnRH 
secernenti (Ojeda and Ma 1999). I neuroni GnRH sono relativamente poco innervati e più o 
meno avvolti dalle cellule gliali (Witkin, Ferin et al. 1991; Silverman and Witkin 1994). 
Variazioni nell’avvolgimento delle cellule gliali sui corpi cellulari dei neuroni GnRH 
potrebbero alterare la quantità e il tipo di contatti sinaptici che arrivano a questi neuroni. 
Molti studi hanno dimostrato che gli steroidi gonadici esercitano azioni modulatorie 
sull’interazione tra cellule gliali e neuroni ipotalamici (Witkin, Ferin et al. 1991; Witkin 
1996). Per esempio, nella scimmia, Witkin e collaboratori hanno dimostrato che, dopo 
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ovariectomia, i neuroni GnRH hanno una minor percentuale di spine dendritiche, che 
l’avvolgimento gliale è aumentato e che vi è una piccola diminuzione nei loro contatti 
sinaptici (Witkin, Ferin et al. 1991; Witkin 1996). 
Gli steroidi gonadici sono anche in grado di influenzare il rimodellamento che coinvolge i 
terminali GnRH e i terminali dei taniciti a livello dell’eminenza mediana, indicando un 
importante ruolo per gli steroidi anche nelle variazioni morfologiche che modulano il rilascio 
di GnRH nei vasi portali (King and Rubin 1995). 
In aggiunta a queste connessioni strutturali, vi sono anche interazioni chimiche 
bidirezionali tra cellule gliali e neuroni GnRH. Gli studi che dimostrano l’esistenza di questa 
influenza chimica sui neuroni GnRH, derivante dalle cellule gliali, sono stati svolti quasi 
interamente su linee cellulari GnRH secernenti, quali ad esempio le cellule GT1. Questi studi 
hanno identificato una serie di fattori di crescita rilasciati dalle cellule gliali, che sono in 
grado di influenzare il differenziamento e/o l’attività dei neuroni GnRH.  
Per quanto riguarda il sistema GnRH, le cellule gliali collaborano alla  sua regolazione 
secondo due differenti modalità : 
• Variando il proprio grado di apposizione e di avvolgimento sui neuroni GnRH-
secernenti ed il numero di contatti assosomatici con essi (Hatton, Perlmutter et al. 1984; 
Fernandez-Galaz, Naftolin et al. 1999). 
• Rilasciando fattori modulatori, che vanno ad agire sui neuroni GnRH, come fattori di 
crescita, interleuchine, aminoacidi neuroeccitatori, GABA, etc. (Sawada, Kondo et al. 
1989; Gadient, Cron et al. 1990; Barres 1991; LoPachin and Aschner 1993). 
Una conferma della prima modalità d’azione è data dal fatto che la membrana dei neuroni 
GnRH secernenti è ricoperta dalle cellule gliali per il 98%, lasciando quindi solo un minimo 
spazio per la connessione con altri neuroni. Inoltre, grazie alla microscopia confocale ed 
elettronica, sono state evidenziate interazioni strutturali nell’eminenza mediana tra le 
terminazioni dei neuroni GnRH e le cellule astrogliali o le cellule ependimali (King and 
Letourneau 1994); queste ultime, chiamate taniciti, sono disposte lungo la parete ventrale del 
terzo ventricolo e proiettano le loro estroflessioni fino all’eminenza mediana, dove 
stabiliscono un contatto con la parete endoteliale dei vasi portali, prevenendo così il contatto 
diretto tra i neuroni GnRH e le cellule dell’endotelio capillare.  
E’ stato inoltre dimostrato, che queste relazioni strutturali non sono statiche, ma possono 
variare in funzione di diverse situazioni fisiologiche o patologiche (King and Rubin 1995). Ad 
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esempio, la copertura dei neuroni GnRH-secernenti da parte delle cellule gliali, nel ratto 
femmina, varia durante le diverse fasi del ciclo estrale, essendo massima nel diestro e minima 
nel proestro, quando sono invece massimizzati i contatti fra i neuroni GnRH e le cellule dello 
spazio pericapillare (Prevot, Croix et al. 1999; Kaur, Heera et al. 2002). Questi effetti sono 
dovuti ad un rimodellamento del citoscheletro delle cellule gliali, oltre che a variazioni 
nell’espressione di proteine di adesione cellulare, come NCAM (Neural Cell Adhesion 
Molecule), specialmente nella sua isoforma polisialilata (PSA-NCAM), spesso associata a 
fenomeni di plasticità neuronale (Kaur, Heera et al. 2002). 
Per quanto riguarda invece il secondo tipo di interazione, cioè quella mediata dai principi 
attivi rilasciati dagli astrociti ed in grado di modulare i neuroni GnRH-secernenti, i nostri 
studi si sono focalizzati sui fattori di crescita, a cui è da attribuire sicuramente un ruolo di 
primo piano; infatti gli astrociti possono produrre e secernere differenti fattori di crescita, che 
agiscono con modalità differenti e specifiche sui neuroni GnRH-secernenti. 
1.4.1 REGOLAZIONE DA PARTE DELLA KISSPEPTINA 
La Kisspeptina è una proteina che è stata identificata per la prima volta in cellule tumorali 
non metastatiche (Lee, Miele et al. 1996; Lee and Welch 1997). Tuttavia, oltre che in cellule 
tumorali, questa proteina è stata osservata anche in cellule ipotalamiche e della placenta con 
una funzione di regolazione dell’impianto dell’embrione (Muir, Chamberlain et al. 2001; 
Bilban, Ghaffari-Tabrizi et al. 2004). A livello cerebrale dei mammiferi si possono 
identificare due gruppi principali di cellule esprimenti la Kisspeptina: uno è presente a livello 
di ARC, mentre l’altro si osserva a livello dell’ipotalamo rostrale e nell’area POA; 
diversamente, nei roditori, il secondo gruppo è localizzato nel nucleo periventricolare antero-
ventrale (AVPV) e in quello periventricolare preottico (PeV) (Gottsch, Cunningham et al. 
2004; Smith, Cunningham et al. 2005; Smith, Dungan et al. 2005; Clarkson, d'Anglemont de 
Tassigny et al. 2008). Il recettore della Kisspeptina è il recettore 54 accoppiato alle proteine G 
(GPR54), entrambi sembrano essere essenziali per l’attivazione e la regolazione dell’asse 
ipotalamo-ipofisi-gonadi. Infatti, l’analisi dell’RNA di colture di neuroni GnRH estratti 
dall’ipotalamo, hanno rilevato l’espressione del GnRH, della Kisspeptina e di GPR54. Altri 
studi, condotti sulla linea cellulare di HEK 293, hanno indicato una etero-oligomerizzazione 
tra il recettore del GnRH e il GPR54. Così come accade per altri recettori accoppiati alle 
proteine G, nei quali la formazione di etero-oligomeri porta ad un cambiamento delle 
proprietà di legame o di segnale (Rocheville, Lange et al. 2000; Charest, Terrillon et al. 
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2005), la formazione dell’etero-oligomero GnRHR-GPR54 potrebbe contribuire nella 
modulazione del segnale che regola la secrezione del GnRH e di Kisspeptina dai neuroni 
GnRH. Esperimenti di patch-clamp effettuati su neuroni GnRH indicano un’iniziale 
depolarizzazione indotta dalla Kisspeptina, seguita da un aumento di potenziale d’azione. In 
cellule GT1-7 perfuse, la Kisspeptina induce un aumento dell’ampiezza e della durata del 
segnale. Il mantenimento del rilascio pulsatile del GnRH durante trattamenti con Kisspeptina 
indica che l’attivazione del GPR54 non interferisce con la via di segnale di rilascio del GnRH, 
in cui l’attivazione di Gs e Gq è indispensabile per dare inizio alla secrezione pulsatile e dove 
l’attivazione di Gi ne causa il termine (Krsmanovic, Mores et al. 2003; Khadra and Li 2006; 
Wada, Hu et al. 2006). Per quanto riguarda il GPR54 è stato osservato accoppiarsi con Gq/11 
sia in neuroni ippocampali che in COS-7 trasfettate con GPR54 (Stafford, Xia et al. 2002; 
Brailoiu, Dun et al. 2005); inoltre, attraverso analisi predittive, si pensa possa accoppiarsi 
anche con Gi/0 e Gs. L’inibizione della secrezione della Kisspeptina, indotta da trattamenti 
con GnRH, porta a pensare che l’attivazione del complesso GnRHR/GPR54 favorisca il 
legame con Gi/0. L’espressione dell’mRNA della  Kisspeptina e di GPR54 in neuroni GnRH 
ipotalamici, così come la secrezione di Kisspeptina, indicano che questa proteina possa agire 
in un modo paracrino/autocrino nella regolazione dei neuroni GnRH. La stimolazione della 
secrezione del GnRH indotta dalla Kisspeptina e l’effetto opposto dato dal GnRH sulla 
Kisspeptina, indicano che i sistemi di autoregolazione di GnRHR/GnRH e 
GPR54/Kisspeptina sono integrati nella regolazione a feedback negativo al fine di controllare 
la secrezione del GnRH e di Kisspeptina dai neuroni GnRH (Quaynor, Hu et al. 2007). Infatti, 
è stato osservato che la Kisspeptina non sembra essere in grado di regolare direttamente la 
secrezione delle gonadotropine pituitarie (Smith, Rao et al. 2008); tuttavia, la presenza delle 
proiezioni dei neuroni esprimenti la Kisspeptina a livello dell’eminenza mediana 
(Ramaswamy, Guerriero et al. 2008), e diverse evidenze sperimentali indicano una 
regolazione diretta sui neuroni GnRH nel rilascio ormonale (Messager, Chatzidaki et al. 2005; 
d'Anglemont de Tassigny, Fagg et al. 2008; Keen, Wegner et al. 2008). 
1.4.2 REGOLAZIONE DELL’EFFETTO DEGLI ORMONI STEROIDEI SUI NEURONI GnRH 
Come precedentemente descritto gli ormoni sessuali regolano la secrezione dei neuroni 
GnRH, tuttavia, non era ancora chiaro come questo potesse avvenire dato che solo un esigua 
parte di neuroni GnRH presentano i recettori steroidei (Huang and Harlan 1993; Herbison, 
Skinner et al. 1996). Recentemente si è osservato che, in ratti e topi femmina, molte delle 
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cellule esprimenti la Kisspeptina a livello del AVPV e PeV esprimono ERα (Smith, Popa et 
al. 2006; Adachi, Yamada et al. 2007; Clarkson, d'Anglemont de Tassigny et al. 
2008). Partendo da questa considerazione è stato osservato che i neuroni presenti a livello del 
AVPV/Pev sono coinvolti nella regolazione a feedback positivo indotta dagli estrogeni 
(Smith, Clifton et al. 2006; Wintermantel, Campbell et al. 2006). Inoltre, sembra che un tipo 
particolare di cellule esprimenti la kisspeptina, la neurochinina B, la dinorfina (le cellule 
KNDy) e che presentano sia il recettore α degli estrogeni che quello per il progesterone, 
agiscano regolando anche il feedback negativo indotto dal progesterone. Infatti, l’espressione 
di Kisspeptina nel ARC risulta ridotta nella fase luteale del ciclo estrale (Goodman, Coolen et 
al. 2004; Smith, Li et al. 2009; Cheng, Coolen et al. 2010). 
1.5 MALATTIE DO VUTE A MUTAZIO NI DEL GnRH E DEL SUO  RECETTO RE 
L’ipogonadismo ipogonadotropo idiopatico (IHH) è un disordine clinico che è 
caratterizzato da un ritardo nello sviluppo sessuale e livelli non corretti di gonadotropine e di 
steroidi sessuali bassi, pur non essendoci anormalità funzionali o anatomiche dell’asse 
ipotalamico-pituitario (Seminara, Hayes et al. 1998). I pazienti affetti da questa patologia 
presentano diversi fenotipi: dall’ipogonadismo parziale a quello completo, inoltre può essere 
sia sporadico che familiare. In questa malattia due sono i geni che possono essere coinvolti, 
localizzati nel braccio corto del cromosoma x e sono: KAL-1 e DAX-1, queste mutazioni 
inducono oltre all’IHH anche anosmia ed insufficienza surrenale (Franco, Guioli et al. 1991; 
Zanaria, Muscatelli et al. 1994). Diverso il caso in cui l’IHH sia dovuto alla mutazione del 
recettore del GnRH, infatti, in questa ipotesi, non si osserva il manifestarsi degli altri sintomi, 
ma è responsabile dell’ereditarietà autosomica della malattia. In quest’ultimo caso sono state 
osservate sino a 15 differenti mutazioni nel GnRH-R, di queste una è una mutazione tronca, 
nove sono date da eterozigosi (de Roux, Young et al. 1997; Karges, Karges et al. 2003) e le 
restanti cinque sono date da omozigosi (Pralong, Gomez et al. 1999; Pitteloud, Boepple et al. 
2001; Soderlund, Canto et al. 2001). Studi funzionali condotte su sistemi eterologhi di cellule 
hanno dimostrato che mutazioni del recettore del GnRH ne aumentano l’espressione cellulare, 
il legame col ligando e la trasduzione del segnale (Brothers, Janovick et al. 2003; Ulloa-
Aguirre, Janovick et al. 2003). 
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2) LA MIGRAZIONE NEURONALE 
La migrazione neuronale è uno dei meccanismi fondamentali a cui si assiste durante lo 
sviluppo cerebrale nell’embrione. I neuroni migrano secondo una precisa direzione: partendo 
dall’epitelio proliferativo attraversano il tubo neurale ed arrivano alla zona ventricolare (VZ) 
della corteccia, da qui possono poi raggiungere la loro destinazione finale attraverso una 
migrazione radiale o trasversale (Marin and Rubenstein 2003). Nella migrazione radiale i 
neuroni seguono una traiettoria che è perpendicolare alla VZ, spostandosi attraverso fibre 
gliali radiali che si estendono all’interno del tubo neurale; mentre nella migrazione 
tangenziale i neuroni seguono traiettorie parallele alla VZ e ortogonali rispetto alle fibre 
radiali gliali (Marin and Lòpez-Bendito 2006). Una delle strutture che meglio illustra questi 
due tipi di migrazione è la corteccia cerebrale. Questa è caratterizzata dalla presenza di due 
classi di neuroni: i neuroni glutammatergici delle proiezioni corticali e gli interneuroni 
GABAergici. Le cellule piramidali vengono generate nella zona ventricolare del pallio 
embrionale (situato nel tetto del telencefalo) ed arrivano alla loro posizione finale attraverso 
una migrazione radiale (Rakic 2007). Diversamente, gli interneuroni corticali sono generati 
nel subpallio (situato alla base del telencefalo) e raggiungono la corteccia attraverso una 
migrazione tangenziale (Corbin, Nery et al. 2001). Nel topo i  neuroni corticali allo stadio 
embrionale di 10 giorni formano una struttura transiente chiamata preplate in cui vi sono le 
cellule di Cajal-Retzius e il primo strato di neuroni piramidali. Le cellule di Cajal-Retzius 
giungono da diverse aree del pallio e colonizzano la superfice della corteccia per mezzo di 
una migrazione tangenziale; lo strato successivo di cellule piramidali formano la placca 
corticale (CP) andando a posizionarsi nella zona marginale e nella sottoplacca corticale (SP). 
Le cellule piramidali che migrano in un secondo momento vanno a posizionarsi in regioni 
sempre più marginali andando così a costituire dal secondo al quarto strato della corteccia in 
un meccanismo denominato “inside-out” (Marin and Rubenstein 2003). Parallelamente a 
questo processo gli interneuroni GABAergici migrano nella corteccia dove si disperdono 
tangenzialmente a livello della zona mediale (MZ) e SP, la regione più bassa della zona 
intermedia (IZ) e la zona subventricolare (SVZ) (Lavdas, Grigoriou et al. 1999). Infine, gli 
interneuroni cambiano tipo di migrazione da tangenziale a radiale per occupare la loro 
posizione finale nella corteccia (Ang, Haydar et al. 2003).  
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2.1 MECCANISMI CELLULARI ALLA BASE DELLA MIGRAZIO NE CELLULARE  
I neuroni che migrano sono altamente polarizzati nella direzione verso cui si spostano; 
generalmente essi presentano un prolungamento guida che è in grado di riconoscere gli 
stimoli presenti nell’ambiente circostante direzionando la cellula (Rakic 1990). Il movimento 
dei neuroni è costituito da tre fasi principali:  
• la cellula estende il prolungamento guida; 
• il nucleo trasloca all’interno del prolungamento guida (nucleo-cinesi); 
• il prolungamento guida si ritira trascinando tutto il corpo cellulare. 
Tuttavia, non tutti i neuroni presentano il prolungamento guida, per esempio, le cellule 
piramidali sfruttano gli assoni per spostarsi (Schwartz, Rakic et al. 1991; Noctor, Martinez-
Cerdeno et al. 2004). Il ciclo migratorio risulta semplificato quando il prolungamento guida 
raggiunge la sua destinazione finale o nel caso dei neuroni piramidali appena nati. 
Quest’ultimo processo, conosciuto come traslocazione somale, coinvolge la nucleocinesi e il 
rimodellamento del prolungamento guida, senza che avvenga l’estensione di un 
prolungamento guida addizionale (Miyata, Kawaguchi et al. 2001; Nadarajah and Parnavelas 
2002; Miyata and Ogawa 2007). 
2.2   IL PRO LUNGAMENTO  GUIDA 
Il prolungamento guida agisce dando una direzionalità ai neuroni, seguendo dei segnali 
chemotattici. Inoltre, esso da la polarizzazione ai neuroni che stanno migrando, la quale può 
variare in diverse fasi della migrazione. Una dimostrazione di ciò sono le cellule piramidali 
appena generate che  presentano un unico prolungamento guida in quanto esse risiedono nella 
VZ del pallio (Noctor, Flint et al. 2001), tuttavia esse diventano multipolari per un breve 
periodo nella SVZ. Durante questa fase, i neuroni generano diversi processi orientati 
tangenzialmente (Tabata and Nakajima 2003), tuttavia dopo ciò le cellule piramidali ritornano 
ad essere altamente polarizzate e  formano un prolungamento guida che resta in contatto con 
le fibre della glia radiale fino a quando si arresta la migrazione (Rakic 1972). La morfologia 
del prolungamento guida è molto variabile a seconda del tipo di cellula neuronale, ciò è 
probabilmente dovuto al tentativo di assecondare i diversi requisiti della migrazione. Negli 
interneuroni corticali si forma un processo guida che sviluppa ramificazioni come parte del 
ciclo migratorio (Bellion, Baudoin et al. 2005; Kappeler, Saillour et al. 2006; Martini, 
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Valiente et al. 2009). Questo fenomeno sembra essere comune a diversi neuroni che migrano 
tangenzialmente (Okada, Keino-Masu et al. 2007). Contrariamente, nella migrazione radiale 
si osserva un unico prolungamento guida (Rakic 1972). In alcuni esperimenti è stato osservato 
che difetti nell’interazione tra cellule piramidali e cellule della glia radiale portano alla 
formazione di ramificazioni non corrette del prolungamento guida (Gupta, Sanada et al. 2003; 
Elias, Wang et al. 2007), suggerendo che la morfologia bipolare delle cellule che migrano 
radialmente potrebbe essere imposta dalla glia. Negli interneuroni corticali, le due 
ramificazioni sono orientate sul fronte della cellula con un comportamento dinamico ed 
esploratore, sino a quando la cellula sceglie la direzione da seguire. A questo punto solo uno 
dei due rami continua ad estendersi, mentre l’altro si retrae. Questo evento è poi seguito dalla 
nucleocinesi nella quale il nucleo avanza fino al successivo punto di ramificazione. L’abilità 
di creare un prolungamento guida che si ramifica, tipica dei neuroni che migrano 
tangenzialmente, sembra essere strettamente collegata agli stimoli guida. Infatti, 
chemoattrattori e chemorepulsori inducono la formazione di un prolungamento guida 
parzialmente già orientato verso od in direzione opposta alla sorgente della molecola segnale 
(Ward, Jiang et al. 2005; Martini, Valiente et al. 2009). Ciò permette ai neuroni di cambiare 
direzione  durante la migrazione senza dover riorientare i prolungamenti; ad esempio, gli 
interneuroni giungono alla CP attraverso la generazione di nuove ramificazioni che sono 
orientate ortogonalmente alla loro direzione (Polleux, Whitford et al. 2002; Yokota, 
Gashghaei et al. 2007; Martini, Valiente et al. 2009). Questo meccanismo sembra essere 
molto diverso da quello descritto per gli assoni che si stanno formando, in cui è il cono di 
crescita che determina la direzione del movimento (Lin and Holt 2007). Nelle cellule migranti 
che presentano il prolungamento guida ramificato, l’angolo che si forma tra le ramificazioni 
rimane costante tra i vari cicli di migrazione, perciò la cellula sceglie la direzione in base a 
due opzioni pre-esistenti in modo binario (Ward, Jiang et al. 2005; Martini, Valiente et al. 
2009). Non tutti i neuroni che presentano una migrazione tangenziale utilizzano questo 
meccanismo guida per trovare la direzione di migrazione, infatti, vi sono alcuni tipi cellulari 
che presentano un meccanismo molto più simile a quello di guida assonale. Questo è il caso, 
ad esempio, dei neuroni pontini, i quali generano un prolungamento guida molto lungo fino a 
quando avviene la nucleo-cinesi (Yee, Simon et al. 1999). In questo caso di traslocazione 
somale, i coni di crescita sembrano essere i responsabili della direzionalità nella migrazione, 
così come accade durante la guida assonale, anche se questo non è il comportamento più 
comune nei neuroni che migrano nel sistema nervoso centrale. Poco è conosciuto a proposito 
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dei meccanismi molecolari che regolano la dinamica del prolungamento guida durante la 
migrazione. Tra le molecole che sembrano essere coinvolte si annoverano: 
•       CDK5, una serina/treonina chinasi ciclina dipendente che modula l’estensione del 
prolungamento guida attraverso la fosforilazione di Pak1 e p27Kip1, due regolatori 
dell’actina (Nikolic, Chou et al. 1998; Dhavan and Tsai 2001; Kawauchi, Chihama et al. 
2006). La fosforilazione di Pak1 da parte di CDK5 riduce l’attività di Pak1, regolando 
così la dinamicità dell’actina nei coni di crescita (Nikolic, Chou et al. 1998). Se CDK5 è 
fosforilata, p27Kip1 risulta stabile nei neuroni, situazione critica per mantenere la giusta 
quantità di F-actina nel processo guida (Kawauchi, Chihama et al. 2006). 
•        Lisencefalia 1 (Lis1) e Doublecortin (DCX), due proteine associate ai microtubuli che 
sono meglio conosciute per il loro ruolo durante la nucleocinesi, sono anch’esse 
connesse alla regolazione dello sviluppo delle ramificazioni del prolungamento guida 
negli interneuroni che hanno proprietà migratorie (Kappeler, Saillour et al. 2006; 
Nasrallah, McManus et al. 2006). In neuroni che non esprimono DCX il prolungamento 
guida forma ramificazioni più numerose ed instabili. Ciò suggerisce che DCX è 
necessaria alla stabilizzazione delle ramificazioni del prolungamento guida (Kappeler, 
Saillour et al. 2006). Diversamente, interneuroni che presentano una mutazione 
eterozigote per Lis1, formano meno ramificazioni e conseguentemente prolungamenti 
più lunghi (Nasrallah, McManus et al. 2006).  
2.3    NUCLEO CINESI 
La traslocazione del nucleo all’interno del prolungamento guida è il meccanismo che 
meglio descrive la migrazione neuronale. Due sono le fasi che caratterizzano questo processo: 
• La formazione di un rigonfiamento citoplasmatico nel prolungamento guida, in vicinanza 
del nucleo. Il centrosoma, che è normalmente posizionato nella parte anteriore del nucleo, 
si sposta nel rigonfiamento (Bellion, Baudoin et al. 2005; Schaar and McConnell 2005; 
Tsai and Gleeson 2005).  
• Il nucleo segue il centrosoma. 
Questi due passaggi sono ripetuti producendo i tipici movimenti saltatori dei neuroni 
migranti. Si pensa che le forze generate dal prolungamento guida vengano trasmesse al 
centrosoma, il quale avanza. Quest’ultimo è strettamente connesso col nucleo attraverso un 
sistema di microtubuli che lo avvolgono in un modo definito a “forchetta” o a “gabbia” (Rivas 
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and Hatten 1995; Xie, Sanada et al. 2003). Seguendo il movimento del centrosoma, il nucleo 
è spinto avanti dalle dineine associate con i microtubuli (Rivas and Hatten 1995; Xie, Sanada 
et al. 2003; Solecki, Model et al. 2004; Tsai and Gleeson 2005). In aggiunta, la contrazione 
del complesso actomiosina, nella parte posteriore della cellula, contribuisce allo spostamento 
del nucleo (Bellion, Baudoin et al. 2005; Schaar and McConnell 2005). A livello molecolare è 
noto che Lis1 si associa ai microtubuli promuovendone la stabilità (Sapir, Elbaum et al. 
1997). Un’altra molecola che potrebbe essere coinvolta è Nde11, necessaria per spostare Lis1 
e la dineina al centrosoma, facilitando la nucleazione e l’ancoraggio dei microtubuli al 
centrosoma (Guo, Yang et al. 2006). Inoltre, Nde11 facilita l’interazione tra Lis1 e dineina e 
regola il trasporto retrogrado dineina dipendente (Li, Zhang et al. 2000; Smith, Niethammer et 
al. 2000; Gupta, Sanada et al. 2003; Mesngon, Tarricone et al. 2006). Il mal funzionamento di 
Lis1 impedisce il corretto accoppiamento tra nucleo e centrosoma, aumentando la distanza tra 
i due organelli (Sasaki, Shionoya et al. 2000; Aumais, Tunstead et al. 2001; Dawe, Caldwell 
et al. 2001; Shu, Ayala et al. 2004; Tsai and Gleeson 2005). DCX e DCLK sono proteine 
associate ai microtubuli ed entrambe agiscono promuovendo la polimerizzazione e la 
stabilizzazione dei microtubuli (Francis, Koulakoff et al. 1999; Gleeson, Lin et al. 1999; 
Horesh, Sapir et al. 1999). Sempre più evidenze indicano che queste due proteine partecipano 
nella regolazione della nucleocinesi durante la migrazione neuronale (Kappeler, Saillour et al. 
2006). Infatti, mutazioni di queste proteine, portano alla perdita di polarizzazione dei neuroni 
migranti con formazione di rigonfiamenti citoplasmatici che si formano anche in direzione 
opposta alla migrazione, con conseguente perdita di direzionalità e di correlazione spaziale 
con il nucleo (Sapir, Shmueli et al. 2008). CDK5 e i suoi attivatori p35 e p39 svolgono 
un’altra importante funzione nei neuroni che migrano e nella nucleocinesi; infatti, Nde11 
contiene 5 siti di fosforilazione per CDK5, la fosforilazione agisce mediando l’interazione tra 
Nde11 e Lis1/dineina. Innanzitutto CDK5 potrebbe agire regolando la migrazione neuronale 
attraverso la modulazione del complesso Lis1/Nde11/dineina e potrebbe agire fosforilando 
diverse proteine associate ai microtubuli tra cui: DCX, MAP1 e tau modulandone 
l’interazione con i microtubuli (Tanaka, Serneo et al. 2004). Infine, CDK fosforila anche altre 
chinasi, quale ad esempio FAK (focal adesion protein), una proteina necessaria per 
l’organizzazione perinucleare dei microtubuli (Xie, Sanada et al. 2003).  
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2.4 MECCANISMI E CARATTERISTICHE DEI NEURO NI CHE MIGRANO  
RADIALMENTE 
Tra le cellule più importanti che utilizzano questo tipo di migrazione vi sono le cellule della 
glia radiale. Queste cellule sono i progenitori delle cellule piramidali (Noctor, Flint et al. 
2001); esse presentano il loro corpo cellulare a livello della VZ, ed estendono i loro lunghi 
prolungamenti per ricoprire tutto lo spessore della corteccia che si sta sviluppando. Man mano 
che lo spessore della corteccia aumenta, i neuroni che migrano utilizzano questi 
prolungamenti come guida per raggiungere la CP (Rakic 1972; Campbell and Gotz 2002). 
Varie sono le molecole di adesione cellulare legate alla membrana che mediano l’interazione 
tra i neuroni migranti e le fibre della glia radiale, tra cui: l’astrotactina, la neuroregulina e 
varie integrine (Edmondson, Liem et al. 1988; Stitt and Hatten 1990; Fishell and Hatten 1991; 
Anton, Marchionni et al. 1997; Adams, Tomoda et al. 2002). Le integrine, recettori 
transmembrana che mediano le interazioni cellula-cellula e cellula-matrice extracellulare, 
sono composte da due subunità (a e b) che formano eterodimeri. Molte delle subunità di tipo a 
sono espresse nella corteccia che si sta sviluppando tra cui a3, a5 e a6, ciascuna subunità 
dimerizza con l’integrina b1. Molte sono le funzioni associate alle integrine, infatti sembra 
che esse servano anche per la migrazione neuronale in quanto permettono l’adesione dei 
neuroni migranti alle fibre della glia, permettendo così il raggiungimento della destinazione 
finale ed una corretta laminazione della corteccia (Anton, Kreidberg et al. 1999; Dulabon, 
Olson et al. 2000; Marin and Rubenstein 2003; Schmid, Shelton et al. 2004). Inoltre, servono 
alla regolazione del deposito di laminina lungo le fibre della glia radiale, elemento 
indispensabile in quanto permette ai neuroni di arrestarsi e localizzarsi nel corretto strato della 
corteccia (Georges-Labouesse, Mark et al. 1998). Sebbene il modo in cui interagiscono le 
integrine non sia del tutto chiaro, si pensa vi sia un coinvolgimento di CDK5/p35, che media 
riarrangiamenti citoscheletrici (Li, Zhang et al. 2000), e della filamina A che mantiene le 
corrette giunzioni aderenti, soprattutto a livello della VZ (Loo, Kanner et al. 1998). Potrebbe, 
inoltre, essere coinvolta Dab1, una proteina adattatrice della fosforilazione delle tirosine, che 
media il segnale della reelina e sembra agire permettendo l’internalizzazione delle integrine, 
permettendo in questo modo il distacco dei neuroni dalle fibre radiali (Dulabon, Olson et al. 
2000; Schmid, Jo et al. 2005). Recentemente  è stato mostrato che l’interazione tra le fibre 
radiali e i neuroni migranti dipende anche dalle proprietà adesive delle giunzioni Gap (Elias, 
Wang et al. 2007; Cina, Maass et al. 2009). Infatti, diverse connessine, il principale 
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componente delle giunzioni Gap, sono espresse sia nelle fibre radiali che nei neuroni migranti 
e sembra che la loro associazione in trans sia necessaria per la guida gliale nella migrazione.  
Un gran numero di molecole extracellulari sembra essere coinvolta nella migrazione, tra cui 
Slit, le netrine, le semaforine e la reelina. La funzione delle prime tre sembra essere 
relazionata alla migrazione tangenziale; diverso è il caso della reelina. Essa viene secreta dalle 
cellule di Cajal-Retzius localizzate nella zona marginale e lega due membri della famiglia dei 
recettori delle lipoproteine, VLDLR e ApoER2 (D'Arcangelo, Homayouni et al. 1999; 
Hiesberger, Trommsdorff et al. 1999). Studi biochimici suggeriscono che il legame della 
reelina al suo recettore induce la fosforilazione di Dab1 (Howell, Herrick et al. 1999; Howell, 
Herrick et al. 2000), ciò induce una cascata di segnali che indirizzano i neuroni alla loro 
posizione finale nella corteccia. La fosforilazione delle tirosine di Dab1 risulta ridotta se viene 
modificata l’espressione delle due chinasi responsabili: Src e Fyn (Arnaud, Ballif et al. 2003; 
Bock and Herz 2003). La fosforilazione di Dab1 regola la dinamicità dei microtubuli. La 
fosforilazione della tirosina di Dab1 è accoppiata all’attivazione di PI3K nel prolungamento 
guida dei neuroni migranti. Ciò, a sua volta, causa l’attivazione di AKT che induce la 
fosforilazione della serina di GSK3b, inibendone l’attività (Beffert, Weeber et al. 2004). Il 
substrato di GSKb è la proteina tau associata ai microtubuli, che agisce stabilizzandoli quando 
non fosforilata. In condizioni fisiologiche, l’attivazione di Dab1 agisce mantenendo la 
proteina tau fosforilata, perciò, mantenendo la stabilità dei microtubuli (Hiesberger, 
Trommsdorff et al. 1999). Tuttavia, il segnale di reelina induce la fosforilazione di GSK3b 
attivandola ed essa a sua volta attiva CDK5 che fosforila MAP1B, un’altra proteina associata 
ai microtubuli (Gonzalez-Billault, Del Rio et al. 2005). La fosforilazione di MAP1B sembra 
regoli la stabilità dei microtubuli e la comunicazione tra i microtubuli e i filamenti di actina 
nei coni di crescita assonali (Kawauchi, Chihama et al. 2005). Gli effetti opposti di MAP1B e 
tau riflettono la regolazione dinamica dei microtubuli da parte della reelina che varia a 
seconda del contesto, del compartimento cellulare o della fase di migrazione. 
2.5 MECCANISMI E CARATTERISTICHE DEI NEURO NI CHE MIGRANO  
TANGENZIALMENTE 
La migrazione tangenziale dei neuroni non sembra utilizzare le fibre della glia radiale, ma 
utilizza altri tipi cellulari (Corbin, Nery et al. 2001; Marin and Rubenstein 2001). In generale, 
le cellule che migrano tangenzialmente si possono muovere in gruppo, come nel caso degli 
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interneuroni dei bulbi olfattori, o individualmente come accade nel caso degli interneuroni 
corticali o delle cellule di Cajal-Retzius. Le interazioni cellulari possono differire a seconda 
della natura del substrato. Queste possono essere omotipiche o eterotipiche. Le prime sono 
molto permissive quando i neuroni si muovono attraverso zone ostili alla migrazione. Questo 
è il caso dei neuroblasti che, nell’adulto, migrano dal ventricolo laterale del telencefalo fino ai 
bulbi olfattori (Wichterle, Garcia-Verdugo et al. 1997). In questo tipo di migrazione 
collettiva, nota come catena di migrazione, i neuroblasti si mettono in fila man mano che 
slittano in avanti, utilizzando come substrato della  migrazione le cellule adiacenti. Questo 
modello di migrazione permette ai neuroni di formare un ambiente in cui ciascuna cellula 
promuove la migrazione delle altre. I neuroni possono effettuare anche interazioni omotipiche 
di tipo inibitorio. Questo metodo è noto come inibizione da contatto. Questa strategia 
permette ai neuroni di scegliere la direzione in assenza di gradienti chemoattrattori; infatti, 
esso favorisce il movimento delle cellule attraverso aree a minor densità cellulare. Recenti 
studi hanno suggerito che le cellule di Cajal-Retzius derivino dalla zona marginale corticale e 
potrebbero utilizzare questo meccanismo per disperdersi sulla superficie della corteccia 
cerebrale durante la fase iniziale della corticogenesi (Borrell and Marin 2006). La maggior 
parte dei neuroni che migrano tangenzialmente sfruttano interazioni eterotipiche con i loro 
substrati. Nella maggior parte dei casi, i neuroni per direzionare la loro migrazione 
rispondono a stimoli presenti nella matrice extracellulare o sulla superficie cellulare. Un 
esempio di migrazione eterotipica è data dai neuroni che si muovono lungo gli assoni per 
raggiungere la loro destinazione finale. Questo tipo di migrazione richiede fascicolazioni 
assonali, questa è la tipica migrazione dei neuroni GnRH. Durante lo sviluppo questi neuroni 
attraversano il prosencefalo, attraverso i bulbi olfattori fino all’ipotalamo, seguendo gli assoni 
vomeronasali (Wray 2002).  
2.5.1      CHEMOTASSI NELLA MIGRAZIONE TANGENZIALE 
I neuroni che migrano tangenzialmente molte volte decidono la direzione attraverso 
l’interpretazione di segnali chemotattici. Molte delle molecole che influenzano la guida 
assonale sono coinvolte nella migrazione tangenziale, tra queste non vi sono solo le famiglie 
classiche dei fattori guida quali le molecole slit, le netrine, le semaforine, ma anche fattori di 
crescita e proteine morfogenetiche. Attualmente sono noti diversi segnali responsabili della 
guida degli interneuroni corticali, in particolar modo per quelli che derivano dalla eminenza 
ganglionica mediana (MGE). Gli interneuroni derivanti dalla MGE decidono la direzione di 
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migrazione attraverso l’integrazione di segnali chemoattrattori e di repulsione (Marin, Plump 
et al. 2003). Inoltre, diversi fattori di crescita come BDNF, NT4 e HGF aumentano la capacità 
migratoria degli interneuroni della MGE sia in vivo che in vitro (Polleux, Whitford et al. 
2002; Pozas and Ibanez 2005). Si pensa che i meccanismi alla base di questa risposta 
migratoria coinvolgano l’attivazione delle vie di segnale PI3K/AKT ed ERK (Polleux, 
Whitford et al. 2002; Segarra, Balenci et al. 2006). Il chemoattrattore che è stato analizzato 
meglio è la Neuregulina-1 (Nrg1), la quale agisce principalmente attraverso ErbB4 (Yau, 
Litchie et al. 2003), una proteina che fa parte della famiglia  recettoriale di EGF (Buonanno 
and Fischbach 2001). Nel telencefalo in sviluppo sono state osservate due isoforme di Nrg1 
(Flames, Long et al. 2004). Nrg1 III (CRD-Nrg1), che viene espressa nella via migratoria 
degli interneuroni, necessaria per oltrepassare l’eminenza ganglionica laterale (LGE) per 
andare verso la corteccia. Questa forma di Nrg1 è legata alla membrana, perciò si pensa che 
agisca come substrato permissivo per la migrazione degli interneuroni. Al contrario, 
l’espressione di Nrg di tipo I/II (Ig-Nrg1) è ristretta alla regione del pallio in sviluppo. Questa 
molecola viene staccata dalla membrana, per cui si pensa che la sua azione sia data dalla 
formazione di un gradiente che guida gli interneuroni verso la corteccia (Flames, Long et al. 
2004; Neddens and Buonanno 2010). Sembra che gli interneuroni rispondano a questo 
gradiente generando nuove ramificazioni del prolungamento guida che risultano essere meglio 
allineate con la sorgente del gradiente (Martini, Valiente et al. 2009). Perciò, in contrasto con 
il suo ruolo nella guida assonale (Lopez-Bendito, Cautinat et al. 2006) Nrg1 non influenza la 
migrazione neuronale attraverso il riorientamento dei coni di crescita pre-esistenti. La 
progressione delle cellule che derivano dalla MGE attraverso la corteccia viene guidata da 
segnali chemorepulsivi che gli impediscono di andare in regioni sbagliate. Per esempio, gli 
interneuroni ricevono stimoli dalle regioni preottiche in modo che non vadano nelle direzioni 
ventrali (Marin, Plump et al. 2003; Wichterle, Alvarez-Dolado et al. 2003). Inoltre, questi 
neuroni evitano lo striato grazie alla classe di tipo II delle semaforine (Sema3A e Sema3F) 
che vengono espresse in quest’area (Marin and Rubenstein 2001; Nobrega-Pereira, Kessaris et 
al. 2008). Questo meccanismo coinvolge Nrp1 e Nrp2, i recettori per le semaforine Sema3A e 
Sema3F. Inoltre, i recettori per Robo potrebbero essere coinvolti nella regolazione della 
migrazione degli interneuroni corticali attorno allo striato, in un meccanismo indipendente 
dalle Slit (Marin, Plump et al. 2003; Andrews, Barber et al. 2008). Gli interneuroni che 
partono dall’eminenza ganglionica si disperdono tangenzialmente attraverso la corteccia 
seguendo due rotte principali: l’ MZ e la SVZ (Lavdas, Grigoriou et al. 1999), inizialmente 
evitando la CP (Lopez-Bendito, Cautinat et al. 2006). La chemocinesi è responsabile del 
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mantenimento degli interneuroni tra la MZ e la SVZ man mano che si disperdono attraverso la 
corteccia (Lopez-Bendito, Cautinat et al. 2006; Tiveron, Rossel et al. 2006; Li, Adesnik et al. 
2008). Le cellule in questi strati esprimono Cxcl12, un potente chemoattrattore per le cellule 
derivanti dalla MGE. Gli interneuroni, come risposta, esprimono Cxcr4, un recettore per le 
chemochine (Tiveron, Rossel et al. 2006). 
2.5.2      COORDINAZIONE DELLA MIGRAZIONE NEURONALE E GUIDA ASSONALE 
 La migrazione neuronale e la guida assonale generalmente vengono studiate come processi 
indipendenti, ma lo sviluppo dei circuiti neurali necessita della loro coordinazione. Le cellule 
guida rappresentano un chiaro esempio di questa coordinazione; infatti, queste cellule danno 
la direzionalità agli assoni. Esse guidano tre delle maggiori proiezioni del prosencefalo, quella 
del corpo calloso, quelle talamo corticali e quelle del tratto olfattorio laterale. Gli assoni della 
commissura corticale si basano sul segnale dato da un gruppo di cellule note come glial sling 
per superare la linea mediana. I neuroni che formano le glial sling derivano dalla SVZ e 
migrano attraverso la linea mediana a circa E17.5, poco prima dell’arrivo degli assoni della 
commissura (Marin, Valiente et al. 2010). Un importante fattore per le cellule  glial sling è il 
Nuclear factor I (NfIa), senza il quale non avviene lo sviluppo del corpo calloso. I neuroni 
GABAergici servono come target intermedio per gli assoni talamo-corticali. Questi neuroni 
derivano dalla LGE e migrano tangenzialmente in direzione ventrale fino alla regione in cui 
gli assoni talamo-corticali (TCAs) entrano nel telencefalo (Lopez-Bendito, Cautinat et al. 
2006). Attraverso un meccanismo che coinvolge CRD-Nrg1/ErbB4, le cellule cosiddette 
corridoio facilitano la migrazione delle TCAs della regione ventrale del sub-pallio, la regione 
più ostile alla crescita degli assoni talamici. La migrazione delle cellule del tratto olfattorio 
laterale (LOT) è quella meglio caratterizzata; infatti, è noto che queste cellule iniziano la loro 
migrazione molto precocemente durante lo sviluppo (E10.5) a partire dalle cellule progenitrici 
localizzate nel pallio. Successivamente migrano lateralmente attraverso la MZ fino a 
raggiungere il confine tra pallio e sub-pallio, dove poi girano di 90° e si disperdono nella 
direzione rostro-caudale attorno alla corteccia piriforme. Questa migrazione richiede l’attività 
coordinata di: Sema3F, che restringe la migrazione delle LOT sulla superficie piale, di efrina 
A5, che previene la migrazione nel sub-pallio, di Netrina-1 che le guida attorno alla corteccia 
piriforme. La localizzazione finale delle cellule LOT prepara la strada al tratto olfattorio 
laterale, i cui assoni navigheranno attraverso lo spazio creato dalle cellule LOT nella corteccia 
piriforme (Marin, Valiente et al. 2010).  
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2.5.3 INTERAZIONE TRA MIGRAZIONE E GUIDA ASSONALE 
La coordinazione tra la migrazione e la guida assonale non è un evento che avviene solo tra 
popolazioni diverse di cellule, ma anche tra cellule individuali. In generale, si reputa che la 
migrazione sia incompatibile con fenomeni di differenziamento perché, quest’ultimo processo 
induce nelle cellule cambiamenti morfologici che sono incompatibili con la migrazione. In 
modo particolare, il differenziamento neuronale comporta crescita dendritica e assonale che 
porta a riduzione della motilità e a perdita della polarità di cui le cellule necessitano per 
migrare. Per evitare che ciò avvenga, i neuroni migranti esprimono specifici geni che 
reprimono il differenziamento cellulare. Negli interneuroni corticali, Dlx1 e Dlx2 reprimono 
l’espressione di altri geni coinvolti nella crescita assonale, sinaptogenesi e ramificazione 
assonale e dendritica (Cobos, Borello et al. 2007). Uno di questi geni è PAK3, una chinasi 
intracellulare che viene attivata normalmente alla fine della migrazione degli interneuroni 
corticali, che è coinvolta nella guida della crescita dei dendriti e degli assoni. Tuttavia è noto 
che alcuni neuroni sono capaci di migrare mentre estendono un assone nella direzione 
opposta. Questo è il caso delle cellule piramidali, le quali estendono il loro assone mentre 
iniziano il processo migratorio attraverso la CP (Noctor, Martinez-Cerdeno et al. 2004; de la 
Iglesia and Schwartz 2006). Per questo fenomeno sono state date varie spiegazioni, una di 
queste è che in realtà non avvengono contemporaneamente i due processi ma in un modo 
ciclico; infatti è stato osservato che le cellule piramidali estendono i loro assoni quando si 
fermano dalla migrazione nella SVZ. Perciò, la formazione dell’assone è preceduta da una 
fase in cui la cellula perde la sua polarizzazione iniziale e diventa multipolare, fino a quando 
uno dei processi viene selezionato come assone e orientato verso la VZ (Kriegstein and 
Noctor 2004). Ciò suggerisce che la migrazione cellulare e la crescita assonale potrebbero non 
avvenire esattamente allo stesso tempo, almeno in questa fase  precoce. 
2.6   LA MIGRAZIO NE DEI NEURO NI GnRH  
I neuroni GnRH originano a livello del placode olfattorio o dell’organo vomero nasale e 
migrano per mezzo dei nervi olfattori a livello della lamina cribriforme, facendo da legame tra 
il sistema olfattorio periferico e il prosencefalo. I neuroni GnRH durante la loro migrazione 
seguono caudalmente il nervo vomeronasale fino a raggiungere l’ipotalamo (Yoshida, Tobet 
et al. 1995). Una volta arrivati alla loro destinazione finale, iniziano ad estendere dei processi 
che raggiungono i capillari presenti nell’eminenza mediana al fine di regolare la produzione e 
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il rilascio delle gonadotropine pituitarie: l’ormone luteinizzante (LH) e follicolo stimolante 
(FSH). La mancanza di questi neuroni o la loro incapacità a migrare correttamente causa 
immaturità sessuale sia nell’uomo che nel topo (Wierman, Kiseljak-Vassiliades et al. 2011).  
La migrazione dei neuroni GnRH può essere suddivisa in quattro fasi, ciascuna delle quali è 
caratterizzata dall’influenza di diversi fattori che permettono la corretta migrazione e finale 
localizzazione di questa popolazione neuronale. Purtroppo gli studi di questo processo sono 
fortemente limitati dal fatto che non sono ancora stati trovati marker specifici al di là del 
GnRH stesso. Inoltre, anche in topi transgenici che presentano i neuroni GnRH fluorescenti 
verdi (GnRH-GFP) si ha una sottostima dei neuroni GnRH realmente presenti, soprattutto a 
livello della prima fase di sviluppo embrionale (Bless, Walker et al. 2005). 
2.6.1   ORIGINE DEI NEURONI GnRH 
Molti studi sostengono che i neuroni GnRH si generino a livello del placode nasale, tuttavia vi 
è la possibilità che la formazione di questi neuroni avvenga prima della formazione del 
placode nasale e che essi vengano incorporati in quell’area dove differenziano e si preparano 
alla migrazione. Bisogna, inoltre, tener conto che, nei mammiferi, i neuroni GnRH sono stati 
rilevati già a livello del pre-impianto dell’embrione e nello stadio di morula e blastocisti. In 
pollo, l’espressione di GnRH è stata rilevata prima della gastrulazione e in stadi più tardivi; è 
inoltre stata osservata associata alla regione anteriore della cresta neurale anteriore. 
Successivamente, l’espressione di GnRH è ristretta a livello della zona della cavità nasale e 
del placode olfattorio. Quest’ultimo è stato suggerito come punto di origine dei neuroni 
GnRH presenti nel SNC perché è stata la prima zona in cui sono stati rilevati, a livello 
dell’organo vomeronasale e a livello olfattorio. Il placode olfattorio è la regione in cui si 
creano l’epitelio olfattorio sensoriale (OE) e non sensoriale respiratorio. L’OE produce la 
maggior parte dell’epitelio chemosensoriale e dell’organo vomeronasale, necessario per la 
ricezione dei ferormoni. La localizzazione dei neuroni GnRH induce a pensare che i neuroni 
GnRH originino in un’area del placode olfattorio associata con le strutture derivate dall’OE 
(Wray 2010). Tuttavia, in esperimenti condotti nel pollo, la rimozione dell’area posteriore del 
placode nasale, elimina le strutture derivate da OE, ma risparmia la popolazione nasale. 
Contrariamente, la rimozione della regione anteriore elimina anche la formazione delle cellule 
GnRH e delle cellule epiteliali respiratorie, ma risparmia le strutture OE. Anche negli studi 
condotti in topo è stato evidenziato che i progenitori OE sono distinti da quelli del GnRH; 
infatti nei progenitori OE non si osservano i marker espressi dai neuroni GnRH: Mash-1, 
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Math4A, Math4C/neurogenina1 e NeuroD e sono stati osservati neuroni GnRH ectopici che 
emergono dall’epitelio respiratorio in topi che non esprimono Activator protein 1 che viene 
generalmente espressa nell’epitelio respiratorio ma non nell’OE (Kramer and Wray 2000). 
Questi studi indicano che i neuroni GnRH divergono precocemente dalla linea cellulare OE e 
che i progenitori cellulari dei neuroni GnRH sono associati alle regioni respiratorie o anteriori 
durante le prime fasi di differenziazione del placode. I progenitori delle cellule GnRH sono 
stati localizzati in un’area intermedia tra le cellule dell’area respiratoria anteriore e le cellule 
sensoriali dell’OE (Kramer and Wray 2000), anche se la posizione precisa è tuttora 
sconosciuta. Un recente lavoro effettuato in topo (Metz and Wray 2010) ha dimostrato che 
l’origine dei progenitori dei neuroni GnRH potrebbe essere associata al placode nasale. La 
cresta neurale può contribuire allo sviluppo della area del placode. La cresta neurale è 
costituita da una popolazione cellulare caratteristica dei vertebrati che da origine ad una 
varietà di cellule derivate sia neurali che non, tra cui neuroni periferici, cellule gliali, cellule 
dello scheletro cranio-facciale e cellule neuroendocrine (Wray 2010). Le cellule GnRH hanno 
in comune alcuni marker con le cellule della cresta neurale (per esempio AP-2) (Kramer and 
Wray 2000). Tuttavia, non è stato possibile dimostrare una discendenza precisa nei 
mammiferi. Domini di espressione genica sono stati utilizzati per delineare il confine 
anteriore della placca neurale, regione da cui nasce il placode olfattorio (Arai, Murakami et al. 
1994), ed è noto che gli organi olfattori differenziano a partire dal placode olfattorio, 
comprendendo le strutture transienti che giacciono lateralmente alla fine anteriore del tubo 
neurale che si sta formando. Tuttavia, è difficile dire se i neuroni GnRH differenziano dai 
precursori nel placode nasale, in quanto i neuroni GnRH non sono rilevabili in topo fino a 1-2 
giorni prima della loro divisone finale (E9.5-E10.5)(Wray, Grant et al. 1989). Tuttavia è 
anche noto che molti tipi cellulari che emergono dal placode nasale e migrano nel sistema 
nervoso centrale, esprimono marker neurali quali: GnRH, galanina, Hu, NPY e tirosina 
idrossilasi (Wray 2002). Tutte queste cellule migrano dalla regione nasale fino al 
prosencefalo, ad eccezione di quelle sensoriali. Perciò in modo simile ai neuroni GnRH, vi 
sono altre cellule neuronali non sensoriali associate a questa struttura o lo divengono 
abbastanza precocemente durante lo sviluppo. Tuttavia non è ancora del tutto chiaro se altre 
cellule come i neuroni GnRH sorgono dal placode primordiale collocato al confine della 
placca neurale e migrano poi attraverso la lamina cribriforme dell’etmoide verso il SNC. 
Sebbene gli esatti precursori dei neuroni GnRH non siano del tutto noti, si ritiene che i 
neuroni GnRH siano associati al placode nasale.     
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2.6.2    FASI DELLA MIGRAZIO NE DEI NEURO NI GnRH E FATTO RI CO INVO LTI: 
DAL NASO VERSO IL PROSENCEFALO 
In questa prima fase che avviene all’incirca all’età di E10.5 nel topo, i neuroni GnRH, che alla 
nascita sono localizzati a livello dell’area del placode olfattorio, iniziano la loro migrazione 
seguendo gli assoni vomeronasali attraverso il mesenchima nasale verso il prosencefalo. 
In questa fase i neuroni GnRH necessitano di una duplice regolazione: sono presenti sia fattori 
che promuovono l’aderenza dei neuroni agli assoni, sia fattori che stimolano la migrazione. 
Molecole che promuovono l’adesione dei neuroni GnRH alle fibre olfattorie 
L’identificazione di queste molecole risulta essere complicata dal fatto che i neuroni GnRH 
sono una popolazione molto eterogenea a livello fenotipico e sebbene la motivazione non sia 
ancora nota, sono state formulate varie ipotesi a questo riguardo (Todman, Han et al. 2005). 
Questa  potrebbe essere una strategia per modulare la migrazione sia a livello di tempistiche 
che a livello di quantità di neuroni migranti; altra ipotesi è quella che sia una strategia onde 
evitare che una mutazione singola possa andare ad interferire con la migrazione di tutti i 
neuroni GnRH verso la destinazione finale.  
Psa-NCAM 
I neuroni GnRH migrano preferenzialmente lungo assoni che esprimono una forma di acido 
polisialico specifico per l’adesione di molecole di cellule neuronali, più brevemente chiamato 
PSA-NCAM. La rimozione di questa molecola attraverso digestione enzimatica porta al 
blocco completo della migrazione di questi neuroni. Tuttavia, esperimenti condotti su topi che 
non esprimono NCAM o NCAM-180 non presentano modificazioni significative nella 
migrazione dei neuroni GnRH; ciò probabilmente è dovuto al fatto che questi neuroni sono 
comunque in grado di migrare su assoni esprimenti NCAM-140 (Yoshida, Rutishauser et al. 
1999; Murakami and Arai 2002). 
Glico-coniugati comprendenti glicoproteine di superficie cellulare 
In alcuni esperimenti è stato osservato che la migrazione dei neuroni GnRH può essere 
influenzata da glicoconiugati di superficie cellulare (Bless, Raitcheva et al. 2006). Tra questi 
la β1,3-N-acetilglucosaminiltransferasi-1 (β3GnT1) aiuta nella sintesi di lactosamina 
addizionale, una proteina indispensabile ai neuroni GNRH. La sua espressione raggiunge i 
massimi livelli a E13 per poi diminuire a E18.5 facendo così pensare ad un suo ruolo nella 
migrazione dei neuroni GnRH. Infatti, in topi E15 che non presentano la β3GnT1, si 
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osservano neuroni GnRH trattenuti a livello del compartimento nasale con pochi neuroni 
rilevati a livello del prosencefalo, principalmente a livello dorsale invece che ventrale. 
Anosmina 
L’anosmina è stata una delle prime proteine ad essere stata descritta come coinvolta nella 
normale migrazione dei neuroni GnRH e nella sindrome di Kallmann legata al cromosoma X, 
patologia che causa una combinazione di ipogonadismo ipogonadotropo e anosmia (Ballabio 
and Camerino 1992). Feti umani affetti da questa sindrome presentano i nervi olfattori, 
vomeronasali e terminali aggrovigliati a livello dell’area cribriforme senza sviluppo dei tratti 
e dei bulbi olfattori (Schwanzel-Fukuda and Pfaff 1989). L’anosmina è una glicoproteina 
della matrice extracellulare, si ritiene sia importante nell’adesione dei nervi olfattori nei primi 
stadi della migrazione, uscendo dalla placode olfattorio. Essa è una proteina secreta, costituita 
da 680 aminoacidi e presenta dei motivi che sono simili a quelli osservati nei fattori di guida 
degli assoni (Rugarli, Di Schiavi et al. 2002; Albuisson, Pecheux et al. 2005). Tra le proprietà 
dell’anosmina sono annoverate: matrice cellulare che guida gli assoni, un chemoattrattore 
secreto che permette agli assoni di svilupparsi nella corretta direzione e, viene considerata una 
proteina secreta in grado di digerire la matrice cellulare per permettere agli assoni dei nervi 
olfattori di comunicare con i bulbi olfattori (Cariboni, Pimpinelli et al. 2004). Probabilmente 
gli effetti della mutazione di KAL-1 sulla migrazione dei neuroni GnRH è indiretta. 
Recentemente è stato dimostrato che l’anosmina è anche coinvolta nella via di segnale del 




L’efrine sono un gruppo di molecole di superficie che agiscono attraverso i recettori di 
membrana per le tirosino kinasi e svolgono un ruolo nella guida assonale in diverse aree dello 
sviluppo cerebrale (Gamble, Karunadasa et al. 2005). Una mutazione nel recettore EphA5 
porta ad una sovra-espressione dei neuroni GnRH con conseguente anormale migrazione e 
con formazione di aggregati di neuroni GnRH lungo i neuroni olfattori. La sovra-espressione 
di EphA5 sembra induca un’anormale adesione dei neuroni GnRH all’inizio della migrazione. 
Nell’adulto anche se solo il 12% dei neuroni GnRH raggiunge la destinazione corretta 
nell’ipotalamo, la maturazione sessuale avviene normalmente, suggerendo che sono 
sufficienti anche pochi neuroni GnRH affinchè vi sia un normale sviluppo. Tuttavia, analisi 
più accurate hanno dimostrato che in queste condizioni le femmine risultano essere sterili, o 
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poco fertili, a causa di un’alterazione della produzione dell’LH (Herbison, Porteous et al. 
2008). 
NELF 
Il nasal embryonic LHRH factor (NELF) fu isolato per la prima volta da un profilo 
d’espressione effettuato su neuroni GnRH primari di roditori, sia migranti che non (Kramer 
and Wray 2000). Questo fattore è stato osservato essere espresso nella membrana dei neuroni 
GnRH e olfattori durante la migrazione nell’area nasale, ma non viene più riscontrato una 
volta che i neuroni sono entrati nel prosencefalo (Kramer and Wray 2000). Inoltre, dopo 
silenziamento di NELF in espianti nasali si verifica una diminuzione del numero dei neuroni 
GnRH, della lunghezza e della complessità delle fibre del nervo olfattorio. Recentemente 
sono state identificate mutazioni in NELF in pazienti normosomici affetti da ipogonadismo 
ipogonadotropico idiopatico e dalla sindrome di Kallmann (Pitteloud, Quinton et al. 2007; 
Xu, Bhagavath et al. 2010). 
Neurotrasmettitori che modulano la migrazione dei neuroni GnRH. 
In esperimenti condotti su sezioni di cervello di topo è stato osservato che i neuroni GnRH, 
dopo essere penetrati nel cervello, si muovono con molti cambiamenti di direzione (Bless, 
Walker et al. 2005) seguendo segnali specifici, probabilmente, con un coinvolgimento dei 
neurotrasmettitori. 
GABA (acido gamma-amminobutirrico) 
Coerentemente col fatto che i neuroni GnRH sono una popolazione eterogenea, solo una parte 
di essi (30% circa) esprime il GABA durante lo sviluppo (Tobet, Chickering et al. 1996); 
tuttavia, quasi tutti questi neuroni presentano il recettore GABAA  anche se con subunità 
piuttosto eterogenee (Fueshko, Key et al. 1998; Bless, Westaway et al. 2000). Nei neuroni 
GnRH il GABA è prodotto attraverso un’isoforma della glutammico decarbossilasi di 67 KDa 
(GAD67) La sovra-espressione della GAD67 non sembra influenzare la maturazione sessuale, 
tuttavia in topi femmina si osservano alterazioni del ciclo estrale e del numero di gravidanze 
(Heger, Seney et al. 2003). Al contrario, topi che non esprimono GAD67, mostrano un 
numero maggiore di neuroni GnRH al di fuori del placode olfattorio a E14.5, E17.5 (Lee, 
Tiong et al. 2008). Il GABA, nell’adulto, potrebbe svolgere un ruolo anche nelle normali 
funzioni riproduttive in quanto topi che non esprimono la subunità GABABR1 presentano una 
normale funzionalità sessuale, ma un alterato ciclo estrale e una alterata fertilità (Catalano, 




La colecistochina (CCK-8) è un neuropeptide coinvolto nel comportamento riproduttivo delle 
femmine ed è modulato dagli steroidi sessuali (Vijayan, Samson et al. 1979). Essa interagisce 
con un recettore accoppiato alle proteine G, CCK-1R, che è espresso nei neuroni GnRH e ne 
modula la migrazione (Giacobini, Kopin et al. 2004). Questo probabilmente svolge un’azione 
inibitoria nella migrazione, infatti in topi che non esprimono CCK-1R si sono osservati un 
aumento nel numero dei neuroni GnRH nel cervello già all’età di E14.5. Tuttavia, vi deve 
essere un meccanismo compensatorio in quanto nell’adulto non si osservano variazioni né nel 
numero di neuroni né nella maturazione sessuale. In recenti studi condotti nell’adulto si è 
osservato che la CCK può avere un effetto inibitorio diretto sui neuroni GnRH (Giacobini and 
Wray 2007).  
Fattori di crescita 
Il fibroblast growth factor 8 (FGF8), interagendo con il recettore FGFR1 svolge un ruolo 
fondamentale nello sviluppo e nella funzione dei neuroni GnRH. I vari tipi di FGF svolgono 
un’azione proliferativa e differenziante in diversi tipi cellulari. Embrioni che non esprimono 
l’FGF non sono vitali e all’età E9.5-12, presentano alterazioni nella migrazione. La sovra-
espressione del recettore FGFR-1 dominante negativo nei neuroni GnRH comporta una 
riduzione nella migrazione e nella loro capacità di sviluppare proiezioni all’eminenza 
mediana, suggerendo l’importanza dell’FGF a diversi stadi della migrazione e sviluppo dei 
neuroni GnRH. Infatti, questi topi hanno un ritardo nel raggiungimento della pubertà ed un 
anticipo della menopausa. Molti sono i ligandi di FGF che sono espressi nel cervello in 
sviluppo, tuttavia si pensa che particolare importanza vada data al FGF8 in quanto è 
importante per lo sviluppo del sistema olfattorio. Topi omozigoti per un allele ipomorfico di 
FGF8 non presentano neuroni GnRH nell’ipotalamo, mentre topi eterozigoti presentano il 
40% dei neuroni e  risultano fertili. Anche nell’uomo è stato osservato che pazienti affetti da 
ipogonadismo ipogonadotropo normosomico e anosmia presentano mutazioni in FGFR-1 e/o 
FGF8; in modo particolare, sembrano essere principalmente coinvolte le varianti FGF8e e 
FGF8f (Wierman, Kiseljak-Vassiliades et al. 2011). Nella linea cellulare neuroepiteliale 
olfattoria fetale umana FNCB4 è stato osservato che l’anosmina causa dei riarrangiamenti 
strutturali del citoscheletro e sviluppo dei neuriti grazie all’interazione tra 
FGF/FGFR1/HSPG. Tuttavia in altri studi condotti su C. Elegans è stato indicato che non vi è 
una modulazione dell’FGF1 da parte di KAL-1 (ortologo dell’anosmina). Tra gli eparan 
solfati, che agiscono sulla migrazione dei neuroni GnRH, vi sono SDN-1 (syndecan) e GPN-1 
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(glypican) che vanno ad interagire e a modulare i complessi anosmina-1/Kal-1 e 
FGFs/FGFR1. Inoltre, anche PROK2, HGF, netrina, Axl, Tyro3 possono essere modulati 
dagli HSPGs, suggerendo che questi ultimi agiscano amplificando la “comunicazione” tra i 
fattori della superficie cellulare o della matrice per modulare la migrazione dei neuroni 
GnRH.    
Recettori accoppiati alle proteine G 
E’ stato dimostrato che la prochineticina 2 (PROK2) e il suo recettore (PROKR2) sono 
coinvolti nella migrazione dei neuroni GnRH. PROK2 è un ligando del recettore accoppiato 
alle proteine G PROKR2 (Ng, Li et al. 2005); topi che non esprimono questo recettore non 
presentano la maggior parte dei neuroni GnRH nel prosencefalo sia nell’adulto che all’età di 
E13.5; inoltre, questi neuroni formano grovigli con gli assoni olfattori vomeronasali, sintomo 
di un’alterata migrazione (Matsumoto, Yamazaki et al. 2006). Invece, topi che non esprimono 
PROK2 mostrano un alterato sviluppo dei neuroni GnRH dovuto ad un non corretto sviluppo 
dei bulbi olfattori. Tuttavia, i neuroni GnRH non esprimono né PROK2 né il suo recettore 
indicando che l’alterazione di questi neuroni è un effetto indiretto dato dalle alterazioni dei 
bulbi olfattori e delle fibre che li guidano fino al prosencefalo. Recenti studi hanno dimostrato 
che PROK2 presenta caratteristiche di legame simili a quelle dell’eparansolfato suggerendo 
una interazione con la via di segnale che vede coinvolte anosmina ed FGF . Nell’uomo 
mutazioni di questo ligando e del suo recettore portano ad un fenotipo molto variabile: in 
alcuni simile a quello della sindrome di Kallmann, in altri simile all’ipogonadismo 
ipogonadotropo, ed in altri ancora completamente asintomatico (Monnier, Dode et al. 2009). 
Fattori di trascrizione 
Ebf2 fa parte della famiglia dei fattori di trascrizione helix-loop-helix, coinvolti nello sviluppo 
neuronale. Esso viene espresso nei neuroni GnRH migranti all’età di E11 (28,22 wierman). 
Topi che non esprimono Ebf2 presentano i neuroni GnRH bloccati a livello del mesenchima 
nasale, per cui sembra che questo fattore agisca direttamente sui neuroni GnRH in quanto lo 
sviluppo del sistema olfattorio non sembra venir alterato. 
 
DAL NERVO VOMERONASALE AL PROSENCEFALO 
A livello della lamina cribriforme, il nervo vomeronasale si divide in due rami; i neuroni 
GnRH seguono quello che gira caudalmente a livello del prosencefalo. 
Netrina e DCC (deleted in colon cancer) 
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La direzionalità dei neuroni GnRH verso il ramo caudale del nervo vomeronasale verso il 
prosencefalo è data dall’effetto chemoattrattore della netrina-1. Questo ramo esprime una 
proteina della famiglia delle immunoglobuline: DCC. Questa, in altri sistemi, media la guida 
assonale data dalla netrina-1. Analisi condotte sulle variazioni delle traiettorie degli assoni e 
la posizione dei neuroni GnRH in topi mutati per DCC hanno dimostrato che in assenza di 
questa proteina gli assoni virano ventralmente migrando  a livello della corteccia. La perdita 
di Unc5h3, il recettore alternativo della netrina, non va ad influire sulla traiettoria degli assoni 
esprimenti DCC o dei neuroni GnRH, indicando la specificità dell’interazione tra ligando e 
recettore. Infine, è stato osservato che la via di segnale data da Netrina/DCC è mediata da 
HSPG  (Wierman, Kiseljak-Vassiliades et al. 2011). 
Semaforine e plexina 
La semaforina 4D (Sema4D) è una proteina legata alla membrana che dopo essere tagliata 
proteoliticamente lega la plexina B1 a livello del placode olfattorio e lungo la via di 
migrazione dei neuroni GnRH. La plexina b1 colocalizza con NCAM a livello del sistema 
olfattorio all’età di E12.5, ma non si è osservata lungo il nervo vomeronasale o nei neuroni 
GnRH alle età di E14.5 e E17.5. Ciò probabilmente è dovuto al fatto che questa proteina è 
necessaria alla fase iniziale dello sviluppo; infatti, anche in colture cellulari è stata osservata 
una colocalizzazione solo nelle prime divisioni cellulari. La mancanza di Plexina-1 da luogo 
ad un’alterazione della migrazione dei neuroni GnRH che causa la presenza di un minor 
numero di neuroni a E14.5, e una riduzione del 20% all’età di P3 con accumulo a livello della 
regione dei bulbi olfattori ed una riduzione delle fibre dei neuroni GnRH a livello 
dell’eminenza mediana (Giacobini, Messina et al. 2008). Altri studi hanno dimostrato il 
coinvolgimento di più semaforine nella secrezione dei neuroni GnRH attraverso il 
rimodellamento delle fibre di questi neuroni a livello dell’eminenza mediana. Esperimenti 
condotti su cellule GN-11 indicano che le semaforine agiscono attraverso un’interazione con 
plexina/Met al fine di modulare la migrazione dei neuroni GnRH. Sebbene topi che non 
esprimono la semaforina 4D, non presentano un fenotipo riproduttivo, probabilmente vi è un 
meccanismo compensatorio indotto da altre semaforine (Wierman, Kiseljak-Vassiliades et al. 
2011). 
Semaforine e neuropilina 2 
Oltre all’interazione tra semaforina4D/plexina/HGF/Met, la classe 3 delle semaforine ha un 
ruolo importante nello sviluppo dei neuroni GnRH. Queste semaforine sono un gruppo di 
proteine legate alla membrana in grado di essere anche secrete e di legarsi al recettore 
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neuropilina-2 (Npn2). Esse sembrano essere responsabili della modulazione della migrazione 
lungo il cono di crescita assonale (Cariboni, Rakic et al. 2005). Topi che non esprimono Npn2 
hanno una diminuzione del 25% nel numero di neuroni GnRH nell’adulto e di un aumento a 
livello del setto nasale (Cariboni, Rakic et al. 2005). Questa alterazione è probabilmente 
dovuta alla defascicolazione degli assoni del nervo vomeronasale che causa la distruzione 
della normale via e traiettoria dei neuroni GnRH.  
Reelina 
La reelina è una proteina extracellulare coinvolta nella migrazione neuronale in diverse 
regioni del cervello (Caviness, So et al. 1972). Anche se è stato dimostrato che solo il 5% dei 
neuroni GnRH esprime uno dei recettori della reelina (ApoER2/Lrp8), topi che non 
esprimono la reelina presentano una diminuzione di neuroni GnRH a livello del prosencefalo 
ed una conseguente riduzione della fertilità. La reelina viene espressa a livello del nervo 
vomeronasale, ma non dai neuroni GnRH, suggerendo che le alterazioni nei neuroni GnRH 
sono date da un effetto indiretto (Cariboni, Rakic et al. 2005). 
 
DALLA LAMINA CRIBRIFORME ALL’IPOTALAMO ED ESTENSIONE DEI 
PROLUNGAMENTI DAL PROSENCEFALO ALL’EMINENZA MEDIANA 
Dopo aver superato la lamina cribriforme ed essere giunti all’ipotalamo, sono necessari dei 
fattori specifici che inducano i neuroni GnRH ad emettere dei lunghi processi che attraversano 
il prosencefalo basale ed arrivano fino all’eminenza mediana. 
HGF (hepatocyte growth factor)/cMET 
Met è un recettore di membrana tirosino-chinasico che viene attivato dalle citochine e da 
HGF. Esso ha azioni mitogeniche, migratorie e chemoattrattive in diverse popolazioni 
neuronali (Ieraci, Forni et al. 2002). HGF fa parte della famiglia dei fattori di crescita regolati 
dal plasminogeno. pro-HGF è tagliato dall’uroplasminogeno (uPA), plasminogeno tissutale 
(tPA) o fattori di coagulazione per attivare cMet. La via di segnale di HGF e cMet risulta 
essere importante nei neuroni GnRH in quanto ne promuove la motilità e la migrazione 
(Giacobini, Messina et al. 2008). Infatti, è stato osservato che la somministrazione di HGF ad 
espianti nasali embrionali aumenta la distanza di migrazione delle cellule, mentre l’inibizione 
di HGF riduce la crescita assonale sia dei neuroni GnRH che degli assoni olfattori. Anche se 
topi che non esprimono cMet non sono vitali, in topi che non esprimono tPA/uPA (ovvero 
incapaci nell’attivazione di HGF), si è osservata una riduzione del 35% nel numero dei 
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neuroni GnRH nei giorni P60, P90, associati a ridotta fertilità e riduzione nella frequenza 
dell’ovulazione indotta dal rilascio delle gonadotropine (Cariboni, Rakic et al. 2005). 
Axl e Tyro3 
Axl, Tyro3 e Mer fanno parte della famiglia TAM di recettori tirosinochinasici che svolgono 
vari ruoli nella modulazione immunitaria, nelle funzioni intellettuali e nella tumorigenesi. In 
alcuni esperimenti è stato mostrato che Axl e Tyro3 vengono espresse in cellule NLT, 
modello dei neuroni GnRH nella fase iniziale della migrazione, mentre Mer viene espressa 
solo in GT1-7, modello di neuroni GnRH non più migranti. Nella linea cellulare NLT, Gas6 
(growth arrest specific gene 6) che è il ligando per la famiglia TAM, induce la migrazione 
neuronale dei neuroni GnRH attraverso la via di segnale di p38MAP chinasi e attraverso la 
protezione dalla morte cellulare attraverso la via di ERK MAP chinasi e PI3 chinasi data dal 
segnale di Akt (Wierman, Kiseljak-Vassiliades et al. 2011), suggerendo un potenziale ruolo di 
Akt e Tyro3 nello sviluppo dei neuroni GnRH. Studi condotti su topi adulti che non 
esprimono Akt o Tyro3, mostrano una riduzione del 25% nel numero di GnRH totali, con una 
riduzione del 34% nell’area preottica e con un leggero aumento nella regione rostrale. Analisi 
condotte sullo sviluppo dei neuroni GnRH in embrioni E15 mostrano una riduzione del 36% 
dei neuroni che raggiungono il prosencefalo ventrale, mentre il numero presente a livello del 
naso e del prosencefalo dorsale non è alterato, indicando che probabilmente Akt e Tyro3 sono 
importanti nel momento in cui i neuroni GnRH attraversano la lamina cribriforme. Altri studi 
hanno indicato un aumento dell’apoptosi dovuta all’attivazione della caspasi 3 nella fase 
iniziale della migrazione in neuroni GnRH di topi transgenici per questi recettori chinasici, 
fenomeno che si esplica con ritardo nel primo ciclo estrale, aciclicità successiva e anormalità 
nell’aumento dell’LH (Pierce, Bliesner et al. 2008).    
Attrattori delle chemochine SDF-1/CXCR4 
Basandosi sull’ipotesi che la chemoattrazione è un meccanismo importante per guidare i 
neuroni GnRH durante la loro migrazione nel prosencefalo, SDF-1 (stromal cell derived 
factor-1) poi rinominato CXCL12 potrebbe essere un potenziale candidato a svolgere questo 
ruolo. Infatti, già in precedenza, questo fattore è stato descritto essere importante nella 
migrazione dei precursori delle cellule sensoriali, cerebrali e del cervelletto. Nel sistema 
nervoso centrale SDF-1 svolge la sua funzione da chemoattrattore anche verso le cellule 
precursori della granulosa. Ciò avviene tramite legame con il recettore accoppiato alle 
proteine G CXCR4; la mancanza di espressione del recettore o di SDF-4 porta ad uno 
sviluppo non corretto del cervelletto e alterata proliferazione neuronale. Inoltre, CXCR4 viene 
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espresso a livello embrionale nel sistema olfattorio ed è stato rilevato anche in diversi neuroni 
GnRH, ma non in tutti. SDF-4 è stato osservato a livello del mesenchima caudale nasale a 
E10, con un massimo d’espressione in cellule che sono direttamente adiacenti alla lamina 
cribriforme e al prosencefalo dove i neuroni GnRH migrano. In topi che non esprimono 
CXCR4 la migrazione dei neuroni GnRH è compromessa; infatti: in questo caso, a E12, il 
40% dei neuroni GnRH che dovrebbe aver già oltrepassato l’organo vomeronasale, è ancora 
localizzato a livello di quest’ultimo; a E13, quando il 50% dovrebbe essere a livello del 
prosencefalo, meno del 3% ha attraversato la lamina cribrosa e nessuno è migrato 
caudalmente a raggiungere l’ipotalamo. Nei topi che non esprimono CXCR4, a E13, è stato 
osservato che vi è una ritenzione dei neuroni GnRH a livello del quadrante rostro-ventrale 
dell’organo vomero nasale e proprio in questa zona sono state osservate un maggior numero 
di cellule in apoptosi. Questi risultati indicano che l’interazione SDF-1 e CXCR4 è importante 
per la migrazione dei neuroni GnRH, inoltre vi è una recente evidenza indicante che HGF, 
attraverso Met, agisce sinergicamente con SDF1 e con CXCR4 (Wierman, Kiseljak-
Vassiliades et al. 2011).    
Fattore di trascrizione: Nhlh2 
Nhlh2 è una proteina helix-loop-helix che viene espressa a livello delle regioni arcuata e 
antero-ventrale periventricolare dell’ipotalamo così come nell’ipofisi durante lo sviluppo e 
nell’adulto (Good, Porter et al. 1997). Essa fa parte della famiglia delle proteine che vengono 
espresse nei neuroni post-mitotici agendo come fattore di differenziamento nella fase tardiva 
dello sviluppo. Durante lo sviluppo embrionale Nhlh2 è espresso in alcuni dei neuroni GnRH, 
ma non viene più espresso nella fase tardiva; esso è stato rilevato nei neuroni esprimenti la 
kisspeptina a livello dell’ipotalamo e dell’ipofisi, ma tardivamente nello sviluppo. Topi che 
non esprimono Nhlh2 hanno un numero ridotto di neuroni GnRH. A  P0 si osserva un leggero 
aumento di neuroni a livello dell’area preottica e olfattoria ed una riduzione nell’area 
ipotalamica OVLT/caudale. Sebbene questi topi presentino un ritardo del primo ciclo estrale e 
anormalità nel ciclo, la loro esposizione ai maschi induce l’ovulazione. Anche i livelli di LH 
risultano ridotti, suggerendo che Nlhl2 svolge un ruolo nella regolazione dell’asse 
riproduttivo. Tuttavia è stato anche osservato che Nhlh2 agisce attraverso necdin, substrato di 
Nhlh2 che aumenta la trascrizione di GnRH attraverso l’inibizione della repressione di Msx 
(Miller, Wevrick et al. 2009). In topi che non esprimono necdin si è osservata, nell’adulto, 
una riduzione nel numero dei neuroni ipotalamici inclusi quelli GnRH, e un’incapacità di 
attraversare la lamina cribriforme e di estendere gli assoni verso l’eminenza mediana (Miller, 
Wevrick et al. 2009). Sebbene non siano state osservate mutazioni di Nhlh2 nell’uomo, 
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sembra che necdin sia coinvolta nella sindrome di Prader Willi che porta all’obesità e a 
sviluppare ipogonadismo ipogonadotropo (Wierman, Kiseljak-Vassiliades et al. 2011).   
 
DISPERSIONE DEI NEURONI GnRH NELL’IPOTALAMO E FINE 
DELLA MIGRAZIONE 
Come ultimo passaggio i neuroni si distaccano dalle loro guide assonali e si disperdono 
nell’ipotalamo dove termina la loro migrazione. 
Kisspeptina/KissR 
Mentre il GABA agisce riducendo la migrazione dei neuroni GnRH nel compartimento nasale 
(Fueshko, Key et al. 1998), interferendo con l’associazione dei neuroni alle fibre guida (Bless, 
Walker et al. 2005), poco è conosciuto a proposito delle molecole che agiscono inibendo la 
migrazione dei neuroni GnRH una volta arrivati a destinazione nell’ipotalamo. La kisspeptina 
è una proteina di 154 aminoacidi che va incontro a vari tagli proteolitici. È il prodotto del 
gene Kiss1, ed è stata inizialmente indicata come soppressore delle metastasi in cellule 
tumorali (Seminara, Messager et al. 2003). La kisspeptina si lega ed attiva GPR54 mediando 
la riduzione della motilità cellulare (Ohtaki, Shintani et al. 2001), sebbene il ruolo di questa 
proteina sia anche quello di aumentare la secrezione di GnRH nel periodo della pubertà 
(Seminara, Messager et al. 2003), essa è stata identificata nell’embrione di topo a livello di 
alcuni neuroni del nucleo arcuato  suggerendo un suo ruolo anche nella regolazione dei 
neuroni GnRH anche durante lo sviluppo embrionale. 
2.6.3    PATO LO GIE DO VUTE A MUTAZIO NI DI GENI CO INVO LTI NELLO  SVILUPPO  
E MIGRAZIO NE DEI NEURO NI GnRH: 
Nove sono i geni che sono stati osservati essere coinvolti nello sviluppo di due principali 
patologie umane legate a disregolazioni dei neuroni GnRH quali la Sindrome di Kallmann e 
l’ipogonadismo ipogonadotropo normosomico: KAL-1, FGF-8, FGFR-1, PROK2, PROKR2, 
CHD7, NELF, KISSR e Axl. I primi cinque (KAL-1, FGF-8, FGFR-1, PROK2, PROKR2), se 
mutati, causano un’alterazione nel numero e nella traiettoria dei neuroni GnRH; non è ancora 
ben chiaro che ruolo svolga CHD7,, mentre KISSR si pensa alteri la secrezione di GnRH 
durante la pubertà, ma potrebbe avere anche degli effetti nella fase iniziale dello sviluppo 
neuronale sia a livello di maturazione che di migrazione. Mutazioni in NELF e Axl sono state 
riscontrate in un piccolo numero di pazienti (Wierman, Kiseljak-Vassiliades et al. 2011). 
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2.7     GLI INTERNEURONI GABAERGICI 
Gli interneuroni del SNC sono tipicamente inibitori, e utilizzano come neurotrasmettitori 
GABA o glicina. Tuttavia, esistono anche quelli eccitatori che utilizzano il glutammato, così 
come quelli che rilasciano neuromodulatori come l’acetilcolina. In linea generale gli 
interneuroni possono essere classificati come: 
• INTERNEURONI SPINALI: 
1) Neuroni inibitori che si trovato nella lamina VII 
2) Neuroni inibitori che si trovano nella lamina V, VI, VII  
• INTERNEURONI CORTICALI 
1) interneuroni contenenti Parvalbumina  
2) interneuroni contenenti CCK  
3) interneuroni contenenti VIP 
• INTERNEURONI CEREBELLARI  
1) Interneuroni dello strato molecolare (cellule a canestro, cellule stellate)   
2) Cellule del Golgi 
3) Cellule della granulosa 
Nel cervello dei mammiferi la neocorteccia rappresenta il punto di arrivo di tutte le 
informazioni sensoriali ed il luogo dove queste informazioni vengono accumulate, processate 
e utilizzate per comportamenti complessi. L´organizzazione anatomica della neocorteccia è 
molto simile in specie diverse. L´architettura della corteccia cerebrale consiste di sei strati in 
cui sottotipi specifici di neuroni inibitori ed eccitatori si connettono formando reti molto 
intricate. Inoltre, i neuroni inibitori della corteccia cerebrale generano, mantengono e 
modulano a diverse frequenze l´attività oscillatoria di vaste popolazioni neuronali. L´attività 
ritmica di queste reti neuronali governa complesse funzioni cerebrali, quali, ad esempio, 
funzioni cognitive, memoria ed inizio del movimento. I gangli della base includono differenti 
nuclei subcorticali interconnessi coinvolti nella carica motivazionale, nella pianificazione del 
movimento e nell’apprendimento. Lo striato rappresenta il principale nucleo d’ingresso per la 
formazione dei circuiti presenti a livello dei gangli della base. Esso riceve afferenze 
eccitatorie (glutammatergiche) dalla corteccia e dal talamo ed è densamente innervato da 
neuroni dopaminergici del mesencefalo. La maggioranza dei neuroni striatali è GABAergica; 
molti di questi neuroni sono neuroni di proiezione di medie dimensioni ricoperti di spine 
dendritiche. Questi interneuroni possono presentare proteine leganti calcio come la 
parvalbumina, la calretinina e il neuropeptide Y, oppure la somatostatina o la NADH 
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diaforasi. Di conseguenza sono stati classificati rispettivamente come neuroni a scarica veloce 
(fast-spiking, FS), neuroni con scarica persistente e a bassa soglia (PLTS) e neuroni con 
scarica a bassa soglia (LTS)  (Tepper, Tecuapetla et al. 2010). Uno studio relativamente 
recente ha identificato un nuovo gruppo di neuroni GABAergici che esprimono la tirosina 
idrossilasi. Oltre alla popolazione numericamente superiore di neuroni GABAergici, lo striato 
contiene anche una piccola percentuale di neuroni che possiede i livelli di acetilcolina più alti 
del cervello. Sono questi i grandi interneuroni colinergici sprovvisti di spine dendritiche 
(ChIs) caratterizzati da una densa arborizzazione assonale locale (Tepper, Tecuapetla et al. 
2010; Wilson, Chang et al. 1990). E’ ormai risaputa la centralità degli interneuroni ChIs 
striatali nella rete di circuiti dei gangli della base sia per il controllo del movimento volontario 
sia nella patogenesi di malattie quali il morbo di Parkinson (PD) e la distonia; infatti, i 
farmaci anticolinergici sono stati a lungo la prima scelta per la terapia di queste malattie 
(Smith, Bolam et al. 1990). 
2.8      LA MIGRAZIO NE DEGLI INTERNEURO NI GABAERGICI 
Gli interneuroni GABAergici sono una popolazione cellulare che nasce dalle eminenze 
ganglioniche del sub pallio e migrano verso il pallio che si sta sviluppando (De Carlos et al. 
1996; Tamamaki et al. 1997). Questa popolazione cellulare non è destinata solo alla neo-
corteccia, ma anche all’ippocampo e ai bulbi olfattori (Anderson et al. 1997; Lavdas et al. 
1999; Wichterle et al. 1999; Pleasure et al. 2000; Wichterle et al. 2001). In vari studi è stato 
osservato che vi sono due vie di migrazione: una che passa attorno all’incisura cortico-
striatale e una che li indirizza verso la corteccia tangenzialmente (Corbin et al. 2001; 
Nadarajah & Parnavelas 2002; Marin & Rubenstein 2003). Un primo gruppo che origina nella 
eminenza ganglionica mediana (MGE),  inizia a migrare a E12 in topo e a E14 in ratto ed 
innerva principalmente la preplacca. Queste cellule sono orientate tangenzialmente e 
presentano caratteristiche simili alle cellule Cajal-Retzius. Un secondo gruppo, che origina 
anch’esso nella MGE, migra principalmente nella zona intermedia (IZ), anche se leggermente 
più tardi nello sviluppo (tra E13-15 in topo e E15-17 in ratto). Un terzo gruppo, in uno stadio 
più tardivo della corticogenesi, origina principalmente nella eminenza ganglionica laterale 
(LGE), ma anche nella MGE, e migra nella zona intermedia (IZ) e sub-ventricolare (SVZ) 
(Anderson et al., 2001). Più recentemente è stato osservato che anche a livello della LGE vi 
sono interneuroni che migrano nella fase iniziale della corticogenesi (Jimenez et al. 2002). In 
altri studi è riportato che anche dalla eminenza ganglionica caudale partono degli interneuroni 
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destinati alla corteccia e all’ippocampo (Nery et al. 2002). Il gruppo di Yozu (Yozu et al. 
2005) ha osservato che, mentre gli interneuroni che partono dalla MGE migrano lateralmente 
e si diffondono nella corteccia, molti di quelli che nascono dall’eminenza ganglionica 
corticale (CGE) migrano nella regione caudale e nel telencefalo; alcune cellule sono state 
viste migrare lateralmente e rostralmente. Questa differente direzionalità sembra essere 
dovuta sia a fattori attrattivi e repulsivi circostanti, sia a fattori cellulari intrinseci. Gli 
interneuroni sono una popolazione eterogenea e con una distribuzione abbastanza selettiva, 
infatti è stato osservato che gli interneuroni che esprimono parvalbumina e somatostatina 
derivano principalmente dalla MGE, mentre quelli contenenti calretinina partono dalla CGE 
(Wichterle et al. 2001; Valcanis & Tan 2003). Da alcuni studi appare che questi interneuroni 
utilizzano per migrare le fibre corticofugali esprimenti TAG-1 (Denaxa et al. 2001; Morante-
Oria et al. 2003; McManus et al. 2004). Gli interneuroni sorgono dal telencefalo ventrale e 
migrano attraverso la VZ raggiungendo il telencefalo dorsale, dopo una pausa in questa zona 
proliferativa, essi migrano radialmente nella direzione della superficie piale per stabilizzarsi 
nella placca corticale (Nadarajah 2002). Sembra che, una volta che gli interneuroni 
raggiungono la neo-corteccia, sia attraverso la via di migrazione verso l’MZ che IZ/SVZ, essi 
migrino radialmente nella fase finale del loro percorso attraverso la corteccia per prendere 
posizione nella corretta zona (Polleux et al.2002; Ang et al. 2003; Tanaka et al. 2003; Hevner 
et al. 2004). Non è ancora ben noto se questa migrazione è di tipo neurofilica (comunicazione 
con le proiezioni di neuroni della stessa età di quelli di Cajal-Retzius) e/o gliofilica 
(comunicazione con la glia radiale). Anche se non in tutti gli studi è condivisa questa 
opinione, si ritiene che, come le cellule piramidali, gli interneuroni corticali, sono disposti in 
un modo “inside-out” nella corteccia in sviluppo. In più si ritiene anche che le cellule 
piramidali e gli interneuroni appena nati risiedano nella stessa zona (Ang et al. 2003; Miller, 
1985; Fairen et al. 1986; Peduzzi 1988; Valcanis and Tan 2003; Hevner et al. 2004), 
posizione determinata dal contatto con le proiezioni neuronali. Allo stesso tempo sembrerebbe 
che gli interneuroni stessi che risiedono negli starti corticali più bassi, tramite rilascio di 




Fig.1  A) divisione delle tre are importanti per la migrazione degli interneuroni; B) 
Direzione della migrazione dei vari interneuroni a seconda della loro origine (Metin, 
Baudoin et al. 2006). 
2.8.1       MECCANISMI MO LECO LARI CO INVOLTI NELLA MIGRAZIO NE DEGLI 
INTERNEURO NI 
La migrazione degli interneuroni GABAergici verso la corteccia è dovuta a fattori motogenici 
presenti nella MGE, a fattori repulsivi presenti principalmente nella LGE e nel telencefalo, 
così come a fattori attrattivi e permissivi a livello della corteccia. Uno dei fattori che sembra 
essere coinvolto nella funzione motogenica è l’HGF/SF (hepatocyte growth factor/scatter 
factor) che agisce per mezzo del suo recettore MET (Powell et al. 2001). Cambiamenti nella 
normale espressione di questo fattore si traducono in una drastica riduzione degli interneuroni 
nella corteccia al momento della nascita. Altri fattori importanti per la migrazione degli 
interneuroni sono le neurotrofine, in particolar modo BDNF (brain-derived neurotrophic 
factor) ed NT-4 (neurotrophic factor) (Polleux et al. 2002 Pozas, Ibanez 2005). BDNF 
sembra avere una duplice funzione: stimolare la migrazione, agendo come fattore 
chemoattrattivo e promuovere la differenziazione cellulare. Infatti in uno studio recente 
(Petridis 2010) è stato osservato che BDNF agisce da  chemoattrattore nei confronti degli 
interneuroni se espresso a concentrazioni fisiologiche (1ng/ml), mentre induce il 
differenziamento di questi neuroni se espresso a concentrazioni più elevate (10ng/ml). 
Tuttavia, l’effetto di chemoattrazione è stato osservato a livello della SVZ, ma non negli 
interneuroni destinati ai bulbi olfattori. Secondo questo studio sembra che quest’azione 
mediata da BDNF sia dovuta all’attivazione di CREB attraverso TrkB e le MAPK. Inoltre, 
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sembra anche che PSA sia in grado di modulare la quantità di BDNF che interagisce con 
TrkB. Studi condotti da Marin e colleghi (Marin et al., 2001) hanno dimostrato che gli 
interneuroni destinati alla corteccia esprimono neuropilina (Npn)1 e Npn2, in modo tale da 
rendere gli stimoli repulsivi dovuti all’effetto delle semaforine di classe 3 presenti nella zona 
dello striato, effettivi solo in quell’area, delineando così la traiettoria degli interneuroni. 
Inoltre, sembra che gli interneuroni siano indotti a girare attorno allo striato attraverso segnali 
indotti da Npn/Sema e Robo1 (Marin, Plump et al. 2003). In modo simile alle semaforine, 
anche le neureguline (NRGs) sembrano essere coinvolte nella regolazione della traiettoria 
degli interneuroni (Falls, 2003); in modo particolare quattro di queste interagiscono con ErbB, 
mediando quest’azione (Buonanno and Fischbach 2001). NRG1 sembra essere un 
chemoattrattore per le cellule che derivano dalla MGE (Flames, Long et al. 2004). Inoltre 
NRG-1 solubile risulta essere espressa a livello nelle zone corticali, suggerendo un ruolo 
nell’attrazione del gruppo di cellule che migrano tangenzialmente verso la SVZ, mentre la 
forma ancorata alla membrana viene espressa nella GE, dove probabilmente facilita la 
migrazione degli interneuroni attraverso quest’area (Flames, Long et al. 2004). Il recettore 
ErbB4 viene espresso negli interneuroni che migrano verso la corteccia e colocalizza con il 
marker Dlx2 (Yau et al. 2003), se questo recettore viene meno si ha una riduzione dei neuroni 
migrati in corteccia dovuta all’incapacità degli interneuroni di attraversare la MGE (Flames et 
al. 2004). I neuroni che partono dalla MGE e sono destinati alla corteccia esprimono lhx6 e 
lhx7 (LIM homeodomain gene) (Lavdas et al. 1999; Grigoriou et al. 1998; Asbreuk et al.  
2002). Lhx7 risulta essere importante nello sviluppo dei neuroni colinergici nel prosencefalo, 
mentre lhx6 sembra avere una funzione nell’indirizzare gli interneuroni solo versola corteccia 
(Asbreuk et al. 2002; Marin et al. 2000; Zhao et al. 2003), ma non sembrano avere una 
funzione nella neurotrasmissione. 
2.8.2      MECCANISMI CELLULARI CO INVOLTI NELLA MIGRAZIO NE DEGLI 
INTERNEURO NI 
Contrariamente ai neuroni corticali piramidali che aderiscono ai processi della glia e 
presentano una morfologia bipolare (Rakic, 1972), i percursori degli interneuroni che migrano 
estendono molti prolungamenti e sono in grado di migrare su vari substrati (Marin and 
Rubenstein 2001; Nadarajah and Parnavelas 2002; Polleux et al. 2002). Infatti, le cellule della 
MGE migrano: nella CP sui corpi cellulari dei neuroni postmitotici, nella SVZ sui progenitori, 
nella bassa IZ sui processi delle cellule della glia radiale e lungo gli assoni cortico-fugali 
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(Denaxa et al. 2001; Nadarajah et al. 2002). Similarmente ai percursori degli astrociti della 
SVZ, le cellule della MGE cambiano direzione estendendo un nuovo processo (Kakita and 
Goldman,1999). Queste cellule generalmente dividono il cono di crescita in cima al neurite 
guida, estendendo poi le ramificazioni divergenti presenti frontalmente. Successivamente, una 
delle due ramificazioni viene retratta, mentre dalla rimanente si formano due nuove 
ramificazioni. Questo comportamento dà dinamicità permettendo a questi neuroni di integrare 
sia il movimento migratorio che quello di ramificazione. Tuttavia, gli interneuroni presentano 
un altro modo per cambiare direzione, ovvero invertendo la polarità (Nadarajah et al. 2002), 




3) LA NEURITINA 
La neuritina-1 (nota anche come CPG15-1 o NRN-1), è stata scoperta per la prima volta 
dalla Dottoressa Elly Nedivi attraverso il clonaggio di 52 geni che vengono attivati a livello 
ippocampale dal kainato, un analogo del glutammato. Questi geni sembrano essere coinvolti 
nel fenomeno della plasticità a lungo termine; infatti il nome del gene che codifica per la 
neuritina, come menzionato sopra, è CPG15 ovvero: candidate plasticity related gene 15 
(Nedivi, Hevroni et al. 1993). Studi più recenti di Fujino et al. (Fujino, Wu et al. 2008) hanno 
portato alla luce un’altra isoforma della neuritina: CPG15-2. Questa seconda isoforma, 
identificata come unico paralogo di CPG15 nel topo e nell’uomo, varia leggermente nella 
sequenza, risulta essere localizzata in aree differenti rispetto a CPG15, ma sembra avere le 
stesse funzioni di crescita neuritica e sopravvivenza neuronale. 
3.1 STRUTTURA DELLA NEURITINA 
3.1.1 CPG15 
Il gene cpg15 nell’uomo è stato localizzato a livello del cromosoma 6, più precisamente 
nella regione p24 e p25. Il cDNA identificato consiste di 1604 paia di basi e contiene una 
sequenza ORF putativa che codifica per una proteina di 143 aminoacidi con una massa di 15,3 
KDa.  
Nella porzione N terminale della sequenza ORF codifica per una regione idrofobica di 
circa 27 aminoacidi  codificante per un peptide segnale deputato alla secrezione della 
proteina. La porzione C terminale codifica per una sequenza, anch’essa di 27 aminoacidi, 
ricca di residui idrofobici e contenente un sito di taglio che generalmente è presente nelle 
proteine ancorate alla membrana cellulare tramite una ancora di glicosilfosfatidilinositolo 
(GPI), suggerendo così che la proteina viene secreta e legata alla membrana cellulare con un 
ancora GPI.  
Questa ipotesi è stata confermata tramite analisi Western di linee cellulari stabilmente 
esprimenti la neuritina dopo trattamento  con PI-PLC (fosfatidil inositolo fosfo lipasi C) che è 
in grado di tagliare il sito di ancoraggio della neuritina (Naeve, Ramakrishnan et al. 1997). La 
proteina matura è di 90 aminoacidi (12KDa) e contiene sei residui di cisteine utilizzabili per 
potenziali legami inter- o intra-molecolari. La sequenza non contiene evidenti siti di 
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fosforilazione o di glicosilazione. La sequenza del cDNA umano è al 97% uguale a quella di 
ratto e le due proteine mature  risultano praticamente identiche. 
 
 
Figura 2   Sequenza della neuritina: la regione N-terminale sottolineata corrisponde 
al peptide segnale di secrezione, mentre quella C-terminale sottolineata corrisponde 
alla zona di legame della proteina alla membrana mediante una ancora GPI (Naeve, 
Ramakrishnan et al. 1997). 
Nel topo è stata caratterizzata anche la zona promotrice del gene che codifica per la 
neuritina (Fujino, Lee et al. 2003). Nel topo questo gene è costituito da 3 esoni che codificano 
rispettivamente per le sequenze aminoacidiche 1-19, 19-67 e 67-142. E’ stato osservato che la 
sequenza di 1,9 Kb a monte del sito d’inizio della traduzione contiene un promotore 
funzionale ed è sufficiente per la regolazione attività-dipendente. Il promotore della neuritina 
contiene diversi potenziali siti di legame per fattori trascrizionali che vengono regolati 
dall’attività sinaptica. In questa regione sono state identificate delle sequenze simili al sito di 
legame per CREB, CRE, tre sequenze simili a quelle per il sito di legame per AP-1 e due per 
il sito di legame della famiglia di EGR (early growth response) e EGR responsive element 
(EGR RE). In aggiunta sono stati identificate anche delle sequenze similari a CaRF binding 
site, CaRE1, osservato anche nel promotore di BDNF. Di questi siti, due CRE-like, uno TRE-
like e il CRE1-like risultano essere conservati nell’uomo e nel topo (Fujino, Lee et al. 2003). 
Quindi, il promotore di CPG15 contiene almeno nove siti potenziali di legame a fattori di 
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trascrizione noti per essere coinvolti nell’attività neuronale (Saffen, Cole et al. 1988; 
Sukhatme, Cao et al. 1988; Sheng and Greenberg 1990; Worley, Cole et al. 1990; Worley, 
Christy et al. 1991; Tao, West et al. 2002). 
3.1.2 CPG15-2 
Questa seconda isoforma è stata identificata, tramite ricerche in banche dati genomiche, 
essere l’unico potenziale paralogo della neuritina nel topo e nell’uomo. La proteina CPG15-2 
predetta è di 162 aminocidi, risultando perciò più lunga di 20 aminoacidi rispetto a cpg-15. 
Gli aminoacidi aggiuntivi sono localizzati a livello C terminale. A livello aminoacidico nel 
topo le due proteine risultano essere identiche per il 28% e simili per il 50%. Nonostante 
questo, i due geni mantengono diverse caratteristiche strutturali comuni quali: la sequenza 
segnale sita nell’N-terminale, la sequenza dell’ancora GPI a livello del C-terminale e le sei 
cisteine. Inoltre, presentano similarità nella loro struttura genomica: entrambi i geni 
presentano tre esoni separati dagli introni in posizioni equivalenti, mentre risultano essere 
differenti nella regione che codifica per la proteina e a livello di alcune regioni del promotore, 
dove CPG15-2 risulta essere più compatto con introni più corti (Fujino, Wu et al. 2008). 
Anche CPG15-2 risulta essere attivata dal kainato, facendo così pensare che, anche se la 
regione del promotore è diversa da quella di CPG15, probabilmente sono comunque presenti 
dei siti di legame per CREB, USF e NeuroD, fattori implicati nella trascrizione attività 
dipendente, così come accade per CPG15 (Shieh, Hu et al. 1998; Tao, Finkbeiner et al. 1998; 




Figura 3    A) Differenze nella sequenza aminoacidica tra NRN-1 e NRN-2. 
B) paragone tra le strutture genomiche di mNRN1 e mNRN2 (Fujino, Wu et 
al. 2008). 
3.2 LO CALIZZAZIO NE 
3.2.1 CPG15 
La neuritina, in ratto, viene espressa anche a livello del fegato e dei polmoni, ma 
principalmente a livello del cervello ed in particolare a livello del giro dentato. Inoltre, è stato 
osservato attraverso esperimenti d’ibridazione in situ, effettuati in ratti E12-E15-E20, che la 
neuritina viene maggiormente espressa con lo sviluppo dell’embrione e aumenta 
ulteriormente dopo la nascita. una caratterizzazione più dettagliata della localizzazione della 
neuritina a livello del sistema nervoso centrale è riportata in ratti E15; più precisamente si può 
osservare l’espressione della neuritina a livello delle zone sub ventricolare e intermedia della 
neocorteccia, della corteccia cingolata e dell’ippocampo, del nervo trigemino, del nervo 
ganglio facciale-acustico, del nervo glossofaringeo, del nervo vago e a livello dei gangli della 
spina dorsale (Naeve, Ramakrishnan et al. 1997). Questi dati sono stati poi riconfermati e 
approfonditi dal lavoro svolto da Putz e colleghi (Putz, Harwell et al. 2005), che, sempre 
tramite ibridazione in situ su cervelli di ratto, ha confermato ed approfondito i risultati 
precedentemente ottenuti. in questo lavoro è stata osservata l’espressione di CPG15: 
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• In ratti E14 ed E15: a livello della placca corticale, nella zona ventricolare del talamo 
dorsale e a livello delle cellule gangliari della retina. 
• In ratti E17 ed E19:  nelle zone sub ventricolari telencefaliche e diencefaliche dorsali e 
nell’ippocampo primordiale. 
• In ratti E19 - P7: nei gangli del trigemino, nel talamo sensoriale e in diversi nuclei del 
tronco encefalico. 
• In ratti P7: nello strato granulare esterno del cervelletto. 
• In ratti da P0 a P14 la neuritina risulta assente nella corteccia 
• I ratti in età successive a P14: la neuritina risulta nuovamente espressa a livello della 
corteccia, ma in zone differenti da quella ventricolare e sub-ventricolare. 
Nel complesso questi risultati indicano l’espressione di questo gene a livello delle regioni 
proliferative in cui sono presenti i progenitori, tanto è vero che è stato correlato con la 
capacità di promuovere la sopravvivenza di queste cellule ed con una funzione pro-apoptotica 
nei confronti dei fibroblasti superflui. La neuritina risulta, invece, completamente esclusa 
dall’epitelio olfattorio e dalle eminenze ganglioniche, facendo pensare che la sua espressione 
sia cellula specifica (Putz, Harwell et al. 2005). 
Nell’adulto l’RNA messaggero della neuritina risulta essere presente in regioni note per la 
loro plasticità: nel corno di Ammone e nel giro dentato dell’ippocampo; inoltre è presente 
un’elevata espressione di neuritina nei differenti strati delle proiezioni della tenia tecta verso il 
bulbo olfattorio e nel principale bersaglio delle cellule gangliari della retina, lo strato del 
nervo ottico situato a livello del collicolo superiore. Si osserva una localizzazione diffusa a 
livello della corteccia cerebrale, nei nuclei talamici, nelle cellule granulari del cervelletto e a 
livello delle cellule di Purkinje (Naeve, Ramakrishnan et al. 1997). 
La proteina è stata rilevata nelle stesse regioni osservate per l’mRNA, tuttavia oltre ad 
essere localizzata a livello dei neuroni granulari del giro dentato si è osservata una 
localizzazione marcata in alcune cellule del Purkinje a livello della regione ilare del giro 
dentato e a livello del complesso subiculare dell’ippocampo (Naeve, Ramakrishnan et al. 
1997). 
A livello cellulare, nei neuroni, la proteina si localizza sulla membrana a livello del corpo 
cellulare e lungo le proiezioni dei neuriti nelle regioni cerebrali prive di mielina (Naeve, 
Ramakrishnan et al. 1997).  
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La neuritina è stata studiata anche a livello della corteccia visiva di gatto, ed è stata rilevata 
un’elevata espressione nel nucleo genicolato laterale che decresce all’aumentare dell’età, 
mentre negli strati superficiali e profondi della corteccia visiva la neuritina aumenta con 
l’aumentare dell’età (Corriveau, Shatz et al. 1999). 
3.2.2 CPG15-2 
A livello della distribuzione tissutale, è stato osservato che l’mRNA di CPG15-2 risulta 
essere più espresso a livello degli occhi e del cervello, ma meno nei testicoli, diversamente da 
CPG15 che è espresso più a livello del cervello e del fegato. Tuttavia anche a livello del 
sistema nervoso centrale la localizzazione è differente in quanto CPG15-2 viene espressa a 
livello dei bulbi olfattori e, come CPG15-1, nella retina e nello striato, ma con livelli molto 
più elevati rispetto CPG15-1. A livello della retina si localizza solo a livello delle cellule 
bipolari e delle cellule site nello strato più interno della retina. 
La differente localizzazione a livello della retina suggerisce che anche là dove sembra che 
vi sia una colocalizzazione tra i due geni, in realtà potrebbero essere espressi in sottotipi 
cellulari differenti. 
Differente è anche il momento d’insorgenza dell’espressione di CPG15-2, che risulta 
essere bassa fino a E17.5 (in topo), mentre cpg15-1 ha livelli elevati già a E12.5. Per entrambi 
i geni si verifica un picco d’espressione dalle 2 alle 4 settimane dopo la nascita, suggerendo 
che svolgano simili funzioni nello sviluppo tardivo (Fujino, Wu et al. 2008). 
3.3 PRO TEINA DI MEMBRANA O  SECRETA 
La neuritina (CPG15-1, CPG15-2), com’è stato precedentemente detto, nella sua sequenza 
presenta sia un segnale di secrezione che un segnale per l’ancoraggio alla membrana cellulare 
(Naeve, Ramakrishnan et al. 1997; Fujino, Wu et al. 2008). L’ancora GPI può indirizzare 
direttamente le proteine ai lipid rafts (Tsui-Pierchala, Encinas et al. 2002), perciò potrebbe 
svolgere la funzione di traghettare la neuritina in una sotto regione della membrana cellulare 
in modo tale da aumentarne la concentrazione locale. L’ancora GPI potrebbe fornire un 
meccanismo per produrre sia proteina ancorata alla membrana sia una forma solubile a partire 
dallo stesso gene, come accade per altre proteine (Faivre-Sarrailh and Rougon 1997). 
Entrambe le forme di neuritina possono subire il distacco dalla membrana, ma le quantità di 
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proteina secreta sono diverse, probabilmente a causa di variazioni nei processi post-
traslazionali (Fujino, Wu et al. 2008). Il fenomeno di secrezione della neuritina è stato 
ampiamente studiato anche dal gruppo di Cantallops e colleghi (Cantallops and Cline 2008); 
essi riportano che la proteina GPI-CPG15 viene trasportata a livello della membrana assonale 
attraverso un meccanismo attività-dipendente. Questo comportamento risulta essere differente 
da altre proteine GPI, in quanto essa si sposta da e verso la superficie assonale attraverso un 
meccanismo calcio-dipendente. Durante gli spostamenti  la neuritina presente negli assoni 
risulta essere associata a vescicole e ad endosomi. La neuritina dalla superficie cellulare si 
distribuisce lungo tutta la lunghezza degli assoni, dato confermato dal fatto che le vescicole 
calcio dipendenti si distribuiscono allo stesso modo, indipendentemente dall’apposizione delle 
strutture post-sinaptiche (Cantallops and Cline 2008). Ciò induce a pensare che la neuritina 
venga coinvolta nel processo di esocitosi, ma non limitatamente alla regione sinaptica. Infatti, 
le vescicole sinaptiche possono accumulare neuritina grazie all’alto livello di ciclicità delle 
membrane a livello delle sinapsi (Lin and Scheller 2000). Sebbene la neuritina continui a 
spostarsi da e verso la membrana plasmatica, è stato osservato un aumento del 30% sulla 
superficie cellulare rispetto alla quantità totale di neuritina, seguito da una sua diminuzione 
dopo elevata depolarizzazione. Cantallops et al. (Cantallops and Cline 2008) hanno osservato 
che vi è sia un arrivo che una rimozione di neuritina a livello della membrana plasmatica in un 
momento di depolarizzazione, suggerendo che, in queste condizioni, avvengano sia 
l’endocitosi che l’esocitosi, ma l’equilibrio è più spostato verso la seconda. Tuttavia se si 
blocca l’esocitosi, non si ha un aumento, ma una riduzione totale di CPG15 presente; infatti, 
in altri studi è stato riportato che bloccando l’endocitosi probabilmente s’interferisce anche 
sulla distribuzione delle proteine alla membrana plasmatica, interferendo con il meccanismo 
di riciclo degli endosomi (Kennedy and Ehlers 2006). Nella guida assonale, l’adesione 
mediata da L1, una proteina d’adesione importante durante lo sviluppo neurale, viene regolata 
attraverso l’endocitosi che controlla i livelli della superficie cellulare di L1 (Long, Asou et al. 
2001). Dati recenti indicano che le molecole guida, quali i recettori per le semaforine, possono 
indurre un’endocitosi coordinata del recettore, neuropilina, con il quale risulta associata la 
molecola di adesione L1 (Castellani, Falk et al. 2004; Piper, Salih et al. 2005). Questo 
meccanismo permette un controllo spazio temporale delle caratteristiche di guida assonale e 
dei cambiamenti necessari per il cono di crescita. 
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3.4 FUNZIO NI DELLA NEURITINA 
3.4.1 PLASTICITÀ SINAPTICA A LUNGO TERMINE 
La plasticità sinaptica è stata ampiamente studiata, in quanto risulta essere fondamentale 
sia durante lo sviluppo che nell’adulto. Infatti, anche nell’adulto, in modo particolare a livello 
della corteccia, avvengono dei cambiamenti dinamici (Nedivi, Fieldust et al. 1996), 
indispensabili per varie funzioni, tra cui la memoria e l’apprendimento, nonché per il 
rimodellamento delle connessioni neuronali durante lo sviluppo (Hevroni, Rattner et al. 
1998). Questo fenomeno porta all’attivazione e alla regolazione di vari geni tra cui i CPGs. 
L’attivazione dei recettori del glutammato sembra essere coinvolta nella riorganizzazione 
sinaptica durante lo sviluppo embrionale e nella plasticità sinaptica nell’ippocampo adulto. 
Per questo motivo Nedivi e colleghi (1998) hanno selezionato i CPGs che vengono attivati dal 
kainato nel giro dentato dell’ippocampo. Tra questi sono stati selezionati quelli che potevano 
essere coinvolti nella plasticità sinaptica attività-dipendente nella neocorteccia. Tra questi è 
stata identificata la neuritina (CPG15). 
3.4.2 REGOLAZIONE DELLA NEURITINA NELLA PLASTICITÀ NEURONALE 
REGOLAZIONE TRASCRIZIONALE DELLA NEURITINA DALL’INFLUSSO DI CALCIO 
ATTRAVERSO I RECETTORI NMDA E VSCCs DI TIPO L 
In vari esperimenti è stato osservato che l’espressione di neuritina attività-dipendente, 
indotta da PTX, causa una stimolazione sinaptica che necessita di Ca2+ sia attraverso i 
recettori NMDA che VSCC di tipo L. Questa doppia richiesta porta all’attivazione di questi 
due canali del calcio o in modo sequenziale o contemporaneo. In neuroni striatali è stato 
osservato che l’attivazione di questi due tipi recettoriali si traduce nella fosforilazione di 
CREB e c-fos (Rajadhyaksha, Barczak et al. 1999). In questi neuroni è stata identificata una 
via di segnale sequenziale in cui si ha l’attivazione dei recettori AMPA/Kainato che attiva i 
recettori NMDA, che a loro volta, attivano i recettori VSCCs. Con l’attivazione di questi 
ultimi inizia l’ultimo passaggio essenziale per l’attivazione della via dei secondi messaggeri. 
L’espressione di neuritina indotta da alti livelli di potassio porta alla depolarizzazione solo dei 
recettori VSCCs, suggerendo che questa stimolazione non comporta l’attivazione dei recettori 
NMDA, ma solo di VSCCs. Questi risultati sono consistenti col fatto che anche dopo 
stimolazione da parte di c-fos o BDNF si ha la diretta attivazione di VSCCs di tipo L ed è 
sufficiente per l’induzione della trascrizione (Murphy, Worley et al. 1991; Shieh, Hu et al. 
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1998; Tao, Finkbeiner et al. 1998) e supporta anche la tesi del ruolo dell’attivazione 
sequenziale da parte di CPG15 dei recettori NMDA e VSCCs di tipo L in risposta a 
stimolazione sinaptica. Alternativamente, questa richiesta di duplice attivazione recettoriale 
indotta dal calcio al fine di regolare l’attività-dipendente di neuritina, potrebbe riflettere una 
dipendenza dalla via di segnale originata dai recettori NMDA e VSCCs di tipo L, in quanto 
entrambi i canali sono direttamente accoppiati alla via di trasduzione del segnale (Deisseroth, 
Bito et al. 1996; Husi, Ward et al. 2000; Dolmetsch, Pajvani et al. 2001). I recettori di tipo L 
possono attivare la via delle MAPK attraverso il legame diretto del calcio con la calmodulina, 
la quale funziona come sensore del calcio a livello del recettore (Peterson, DeMaria et al. 
1999; Zuhlke, Pitt et al. 1999; Dolmetsch, Pajvani et al. 2001). Il recettore NMDA fa parte di 
un complesso multi-proteico in associazione con diverse chinasi appartenenti alla via delle 
MAPK come di CaMKII e PKA. Questo è un requisito indispensabile per la convergenza di 
segnali provenienti da vie differenti che vengono attivate dall’ingresso del calcio, infatti è 
stato osservato che un aumento di calcio locale a livello del sito d’ingresso è più importante al 
fine dell’attivazione della via di segnale che un aumento generalizzato (Fujino, Lee et al. 
2003). Queste evidenze confermano che la regolazione attività dipendente di neuritina 
richiede l’attivazione delle due vie di segnale: delle CaMK e delle MAPK, ma non di PKA. 
La necessità di attivare entrambe le vie di segnale per l’induzione di neuritina dopo 
stimolazione sinaptica, suggerisce che le vie delle CaMK e MAPK agiscono su vari fattori di 
trascrizione, alcuni dei quali non sono direttamente coinvolti, ma che insieme attivano 
l’espressione di neuritina. Un esempio è quello dell’attivazione di c-fos che agisce attivando 
due fattori di trascrizione CREB e Elk-1. Per c-fos sono importanti entrambe le vie di 
trascrizione, ma MAPK attiva anche Elk-1. Tuttavia, non è stato ritrovato alcun sito di legame 
per Elk-1 nella regione di 1.9 Kb della neuritina. Questo suggerisce che probabilmente anche 
CaMKIV risulta essere coinvolto nell’espressione di neuritina, nonostante non sia stato 
riscontrato un coinvolgimento diretto; infatti risulta essere importante nella regolazione della 
trascrizione dipendente dal calcio (Chawla, Hardingham et al. 1998; Ho, Liauw et al. 2000; 
Impey, Fong et al. 2002) ed è stato osservato un coinvolgimento delle CAMKs nella 
regolazione di CPG15. Il coinvolgimento delle CAMKs e non di CAMKIV suggerisce che 
anche altre CAMKs possano essere coinvolte, come nel caso di CAMKII che è presente nelle 
sinapsi ed è strettamente associata ai recettori VSCCs di tipo L e NMDA (Deisseroth, Bito et 
al. 1996; Husi, Ward et al. 2000; Dolmetsch, Pajvani et al. 2001). CaMKII potrebbe regolare, 
indirettamente, la trascrizione di molecole segnale che traslocano nel nucleo (Hook and 
Means 2001). Un’altra ipotesi è che potrebbero essere coinvolte le isoforme nucleari di 
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CaMKII (Soderling, Chang et al. 2001). Sembra che l’attivazione di PKA non venga richiesta 
per mediare la risposta della neuritina all’attività sinaptica. Tuttavia, i livelli basali di PKA 
potrebbero svolgere un ruolo permissivo nell’espressione dell’attività della neuritina. 
L’attività di PKA sembra essere richiesta per la traslocazione nucleare dei segnali di MAPK 
necessari per la trascrizione di CREB (Impey, Obrietan et al. 1998). L’attività basale di PKA 
potrebbe essere sufficiente per la regolazione di neuritina. 
 
Figura 4      Due modelli alternativi per l’ induzione attività dipendente di neuritina. 
REGOLAZIONE DELLA NEURITINA MEDIANTE FATTORI DI TRASCRIZIONE 
In vari esperimenti si è sottolineata l’importanza di CREB nella regolazione della neuritina 
durante i processi di plasticità che vedono coinvolta la corteccia nell’adulto (Fujino, Lee et al. 
2003). Sembra che CREB regoli direttamente neuritina legandosi ai tre siti CRE posti nella 
regione del promotore di neuritina. Tuttavia questi siti presentano sia effetti positivi che 
negativi nella regolazione della neuritina; il legame di CREB alla regione di CRE  di 0.04 kb 
presenta effetti positivi. Diverso è il caso del legame di CREM con la regione di 1.56 kb che 
porta ad effetti negativi, in quanto le isoforme di CREM sono note essere degli inibitori della 
trascrizione mediata da CREB (Foulkes, Borrelli et al. 1991). Si pensa che mutazioni nei siti 
CRE o EGR RE possono essere più significative quando avvengono su più di un sito, così 
come accade anche per i siti di legame per i fattori di trascrizione. La sequenza della regione 
promotrice della neuritina e il fatto che questa proteina veda coinvolte diverse vie di segnale 
delle chinasi, suggerisce che vari fattori di trascrizione, tra cui CREB, regolino l’espressione 





ATTIVAZIONE DI CPG15 ATTRAVERSO LA VIA DEL cAMP 
Da studi condotti da Fujino e collaboratori (Fujino, Lee et al. 2003) risulta che la 
trascrizione della neuritina è cAMP dipendente; tuttavia, l’attivazione di PKA non è 
sufficiente a permettere l’espressione di neuritina, ma è necessaria un’attività elettrica mediata 
dai recettori NMDA e VSCCs di tipo L. L’attività elettrica spontanea risulta in una attivazione 
modesta di MAPK o CaMK, vie che potrebbero convergere con quella di PKA per permettere 
l’espressione di neuritina. La sua attivazione indotta da cAMP suggerisce che la neuritina 
possa essere attivata non solo dalla stimolazione sinaptica, ma anche da segnali extracellulari 
quali: neurotrasmettitori, ormoni, fattori di crescita che agiscono attivando recettori accoppiati 
all’adenilato ciclasi (Fujino, Lee et al. 2003). 
3.4.3 NEURITOGENESI E CRESCITA DENDRITICA 
Una delle funzioni attribuite a questa proteina è la neuritogenesi; infatti cellule esprimenti 
neuritina presentano differenze sia nel soma che nei lamellipodi dei neuriti; in particolare, 
risultano avere dei corpi cellulari ben differenziati e delle ramificazioni più sottili e definite 
(Naeve, Ramakrishnan et al. 1997). 
Lo sviluppo cerebrale è caratterizzato da un periodo di crescita delle ramificazioni assonali 
e dei dendriti  oltre che dalla sinaptogenesi. Durante questo periodo vi è una stretta relazione 
tra la formazione della morfologia neuronale e la formazione delle connessioni sinaptiche. 
Un’ipotesi nella formazione delle strutture pre- e post-sinaptiche e delle connessioni è che le 
nuove ramificazioni degli assoni e dei dendriti formano delle sinapsi solo dove vengono 
espressi recettori NMDA. Quando le sinapsi maturano richiedono recettori AMPA che vanno 
a stimolare le ramificazioni sui cui le sinapsi si sono collegate. A questo punto le 
ramificazioni stabilizzate sono in grado di collegarsi a nuove ramificazioni, formando sinapsi 
esprimenti solo recettori NMDA e che verranno poi, a loro volta, stabilizzate dai recettori 
AMPA o vengono retratte (Cantallops, Haas et al. 2000).  
Una delle funzioni attribuite alla neuritina è quella della crescita e arborizzazione 
dendritica. Infatti, è stato osservato che sia in colture di cellule tettali della retina di xenopus 
che in culture ippocampali di ratto, la sovra-espressione della neuritina porta ad un aumento 
della lunghezza e del numero di tutte le ramificazioni dendritiche; questo avviene attraverso la 
stessa sequenza di eventi vista in precedenza: iniziazione delle ramificazioni, formazione 
delle sinapsi, maturazione delle sinapsi e stabilizzazione delle ramificazioni (Nedivi, Wu et al. 
1998; Cantallops, Haas et al. 2000). L’aumento della crescita delle ramificazioni degli assoni 
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delle cellule della retina risulta essere accompagnato dalla diminuzione delle ramificazioni 
che si ritraggono, per cui, probabilmente il meccanismo attraverso cui avviene questo 
fenomeno è quello della stabilizzazione delle ramificazioni appena formate assieme 
all’aumento del numero di sinapsi mature. Per cui, l’espressione di neuritina nelle cellule 
tettali aumenta la crescita delle arborizzazioni degli assonie la formazione di sinapsi retino-
tettali, il tutto con un meccanismo “non-cell-autonomous”. Sono stati suggeriti tre 
meccanismi attraverso cui la neuritina potrebbe svolgere questa funzione: 
• potrebbe agire stabilizzando le ramificazioni assonali a livello della retina, mentre i 
cambiamenti nella morfologia e nella fisiologia delle sinapsi potrebbero avvenire in un 
secondo momento per aumentare la stabilità degli assoni presinaptici.  
• potrebbe indurre maturazione dei neuroni vicini che, a loro volta, attraverso un 
meccanismo di feedback agirebbero sugli assoni presinaptici aumentando la stabilità delle 
ramificazione, permettendone quindi la crescita. La maturazione indotta da neuritina 
causerebbe una elaborazione complessa dei dendriti da parte delle cellule tettali, 
aggiungendo recettori AMPA alle sinapsi. Questa ipotesi è supportata dagli esperimenti 
condotti da Cantallops e collaboratori (Cantallops, Haas et al. 2000), secondo cui l’abilità 
della neuritina di aumentare il rapporto AMPA/NMDA in presenza di APV suggerisce 
che essa potrebbe avere un effetto diretto sui dendriti, ma indipendente dall’attivazione 
dei recettori NMDA indotta dall’attività sinaptica. Inoltre, i cambiamenti nel rapporto 
AMPA/NMDA, la riduzione del numero delle sinapsi che si ritraggono e l’aumento nella 
frequenza mEPSC, sono tutti correlati ad un’azione a livello post-sinaptico della 
neuritina. A livello pre-sinaptico la neuritina potrebbe causare un aumento di induzione di 
segnale che si tradurrebbe in un aumento dell’ampiezza della corrente mediata sia dai 
recettori AMPA che NMDA e in un aumento dell’ampiezza di mEPSC di AMPA. 
• potrebbe interagire in modo indipendente sia con le cellule della retina che con quelle 
tettali. 
La neuritina perciò agisce sia promuovendo la maturazione sinaptica che mantenendo le 
sinapsi neo-formate (Nedivi, Wu et al. 1998; Corriveau, Shatz et al. 1999; Cantallops, Haas et 
al. 2000). Diverso è il caso della forma solubile la quale sembra agire riducendo il rapporto 
AMPA/NMDA, aumentando il numero di neuroni con sinapsi solo NMDA, portando a 
retrazione sinaptica (con conseguente blocco della normale maturazione delle sinapsi retino-
tettali) e inibendo l’arrivo di recettori AMPA nelle sinapsi (Nedivi, Wu et al. 1998; Corriveau, 
Shatz et al. 1999; Cantallops, Haas et al. 2000). Inoltre, è stato osservato che la crescita 
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assonale e dendritica è caratterizzata da due fasi: una precoce responsabile di una rapida 
crescita delle ramificazioni ed una tardiva in cui la crescita rallenta. La fase iniziale si ha 
quando gli input sinaptici di tipo glutammatergicio vengono gestiti dai recettori NMDA. La 
rapida crescita viene ridotta da antagonisti per i recettori NMDA ed aumentata dalla neuritina 
(Nedivi, Wu et al. 1998). Il secondo meccanismo attività-dipendente, che richiede CaMKII 
post sinaptica, normalmente agisce riducendo la crescita delle ramificazioni assonali e 
dendritiche (Cantallops, Haas et al. 2000). L’espressione post-sinaptica di neuritina aumenta 
la crescita di assoni complessi, mantenendoli in uno stato dinamico e di crescita veloce 
caratteristico degli assoni semplici. L’espressione di neuritina in colture di neuroni corticali 
può essere indotta tramite due vie di segnale: attraverso l’attivazione dei recettori per BDNF e 
trkB o attraverso la depolarizzazione delle membrane, dei canali calcio dipendenti e di 
CaMKII (Naeve, Ramakrishnan et al. 1997).  
Questo effetto della neuritina si esplica non solo sui neuroni esprimenti la neuritina, ma 
anche su quelli posti nelle vicinanze, suggerendo un effetto mediato dalla proteina secreta. 
Tuttavia perché vi sia un effetto è necessario che vi sia il contatto cellula-cellula o con la 
cellula esprimente la neuritina o con la glia radiale e questa azione viene svolta solo quando la 
neuritina è nella sua forma ancorata alla membrana (Nedivi, Wu et al. 1998). L’ancora GPI 
può permettere alla neuritina di inserirsi nei rafts di membrana e di associarsi ad altri 
componenti di complessi segnale. Perciò, vista la capacità di mediare in modo bi-direzionale 
il segnale delle proteine aventi ancora GPI, la neuritina potrebbe coordinare la crescita 
assonale e dendritica e la maturazione sinaptica in questo modo. Molte delle proteine GPI che 
agiscono nella crescita assonale, come nel caso delle semaforine, fas-ciclina I, contactina, 
TAG1, NCAM, la caderina T e l’efrina A5 (Cantallops, Haas et al. 2000), svolgono una 
funzione anche nella plasticità sinaptica; ciò suggerisce che le proteine che tradizionalmente 
sono considerate coinvolte nella guida assonale, possono avere un ruolo addizionale nella 
formazione dei circuiti e nella plasticità. 
3.4.4 INIBIZIONE DELL’APOPTOSI 
Durante lo sviluppo, nei mammiferi, la corteccia subisce un elevato aumento di 
dimensioni, ciò è principalmente dovuto ad un aumento del numero delle cellule presenti. 
All’inizio della neurogenesi corticale le cellule sono confinate a livello della zona 
ventricolare, anche una minima modifica di queste cellule progenitrici porta ad evidenti 
modifiche nel numero di neuroni finali (Rakic 1995). Uno dei meccanismi che potrebbero 
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essere alla base dei cambiamenti morfologici del cervello in sviluppo potrebbe essere 
l’apoptosi (Kuan, Flavell et al. 2000). Infatti, è stato osservato che la caspasi 3, enzima chiave 
nell’apoptosi, viene espressa ad elevati livelli nel cervello di topo, intorno a E12, quando le 
cellule che muoiono sono prevalentemente presenti a livello delle zone proliferative della 
corteccia (Blaschke, Staley et al. 1996; Thomaidou, Mione et al. 1997). Per questi motivi Putz 
e collaboratori (Putz, Harwell et al. 2005) hanno indagato se questa proteina potesse avere una 
funzione anti-apoptotica. Innanzi tutto hanno osservato che la neuritina è capace d’impedire 
l’apoptosi dei neuroni corticali attraverso l’inibizione dell’attivazione della caspasi 3. Infatti, 
la riduzione dei livelli di neuritina porta ad un aumento dell’apoptosi dei progenitori corticali 
e ad una riduzione delle dimensioni della corteccia, mentre la sua sovra-espressione risulta 
nella diminuzione dei progenitori in apoptosi e nell’espansione della corteccia. In vari studi 
Bax, Bcl-XL (Bcl2/1), Apaf1, Casp9 e Casp3 sono stati identificati come elementi chiave 
nell’apoptosi neuronale che avviene durante lo sviluppo embrionale (Putz, Harwell et al. 
2005). Queste proteine agiscono in una cascata che induce l’apoptosi, ovvero: il legame di 
Apaf1 alla caspasi 9 attiva la caspasi3 e Bcl-XL che agisce a monte con un effetto anti-
apoptotico su Apf1 che, a sua volta, può essere bloccato da Bax (Roth, Kuan et al. 2000). Bax 
e Bcl-XL sono essenziali solo nei  neuroni post-mitotici, mentre la caspasi 3 è unica nel suo 
effetto sull’apoptosi nelle cellule progenitrici neuronali (Roth, Kuan et al. 2000). In topi che 
non presentano la caspasi 3 si ha iperplasia ed una regione neocorticale di maggiori 
dimensioni (Kuida, Zheng et al. 1996). Anche nel caso della sovra-espressione di neuritina si 
ha un fenotipo similare suggerendo che elevati livelli di neuritina agiscono espandendo la 
linea progenitrice, probabilmente riducendo l’apoptosi, ma senza alterare il numero di cellule 
in mitosi o in uscita dal ciclo cellulare. La neuritina funziona da fattore anti-apoptotico sia per 
i neuroni corticali che per i progenitori corticali. Studi condotti in vitro suggeriscono che 
questo effetto possa essere mediato da BDNF e NT-3, anche se essi non influiscono 
direttamente sull’apoptosi (Putz, Harwell et al. 2005). Perciò la neuritina risulta essere una 
delle poche molecole essenziali per la sopravvivenza dei progenitori corticali indifferenziati. 
La neuritina sembra essere specifica per un determinato tipo di progenitori durante lo sviluppo 
cerebrale e sembra essere richiesto solo in questa popolazione, andando a regolare la 
dimensione e la forma del cervello durante la morfogenesi del prosencefalo. Tuttavia, è stato 
osservato che la neuritina viene espressa anche in alcuni neuroni differenziati durante la scelta 
dei bersagli e la formazione dei circuiti neuronali, facendo pensare che essa possa agire in 




3.4.5 CRESCITA ASSONALE DEI MOTONEURONI, SINAPTOGENESI NEUROMUSCOLARE E 
RIGENERAZIONE DEI MOTONEURONI 
Lo sviluppo delle ramificazioni assonali è un fenomeno che avviene dopo che l’assone 
raggiunge la sua destinazione. Ciò comporta una serie di eventi quali: riconoscimento del sito 
di destinazione, formazione delle ramificazioni e successiva formazione delle sinapsi, oltre a 
rimodellamento delle sinapsi pre-esistenti ed eventuale retrazione di ramificazioni. Ad 
esempio, nello sviluppo delle arborizzazioni assonali dei motoneuroni si ha una prima fase in 
cui si formano molte ramificazioni, seguita da formazione di sinapsi e retrazione di alcune 
arborizzazioni . Uno dei primi siti in cui viene espressa la neuritina è la regione ventrale della 
spina dorsale, suggerendo che essa possa svolgere un ruolo nello sviluppo degli assoni dei 
motoneuroni e nella connessione sinaptica neuromuscolare (Nedivi, Javaherian et al. 2001). 
Attraverso esperimenti condotti su xenopus (Javaherian and Cline 2005) è stato osservato che 
la crescita totale assonale dipende dall’equilibrio tra le nuove ramificazioni che si formano, 
quelle che vengono retratte, rimosse o allungate. La neuritina, sembra svolgere un ruolo 
principale nello spostamento di questo equilibrio verso la formazione di nuove ramificazioni 
tramite aumento di arborizzazioni, di  sinaptogenesi e riduzione della retrazione delle 
ramificazioni preformate. Vista questa funzione, è stato suggerito che questa proteina a livello 
dei motoneuroni possa essere coinvolta nella rigenerazione delle connessioni dopo danno a 
livello della midollo spinale. Infatti, studi condotti da Di Giovanni e collaboratori (Di 
Giovanni, Faden et al. 2005), hanno ulteriormente evidenziato questa sua caratteristica; 
inoltre, suggeriscono che vi sia una comunicazione tra varie proteine in grado di riparare il 
danno. Infatti, secondo questo studio la neuritina agirebbe tramite induzione dello sviluppo 
dei neuriti, creando un plasticità sinaptica, dendritica ed assonale, e questa sua funzione 
sembrerebbe essere aiutata dalla attractina che interagendo con MAP1a permette i 
riarrangiamenti citoscheletrici necessari per l’estensione dei neuriti. In un recente studio 
(Akten, Kye et al. 2011) è stata osservata una correlazione tra l’espressione di neuritina e la 
sclerosi muscolare atrofica (SMA). Infatti da questo studio emerge che la neuritina è un 
bersagliodel complesso SMN-HuD (due proteine che risultano essere diminuite nella SMA e 
causano difetti assonali); infatti la riduzione di SMN comporta una conseguente riduzione di 
neuritina, mentre la sovra-espressione di quest’ultima permette di risolvere i difetti assonali. 
In questo studio è stato ipotizzato che questo effetto possa essere dovuto al fatto che la 





L’angiogenesi consiste nella formazione di nuovi vasi che si generano da quelli pre-
esistenti, questo fenomeno svolge un ruolo fondamentale in molti processi sia fisiologici che 
patologici quali: crescita tumorale, artrite reumatoide, ischemia cardiaca e retinopatia 
diabetica (Pandya, Dhalla et al. 2006). Il processo angiogenico è bilanciato da vari fattori sia 
pro- che anti-angiogenesi (Hanahan and Folkman 1996). Nel recente lavoro di Han et al. 
(Han, Qin et al. 2011) la neuritina è stata proposta come fattore angiogenico; infatti, essa 
induce una proliferazione ancoraggio-indipendente cellulo-specifica. Inoltre, è stato osservato 
che la neuritina non porta ad un aumento della proliferazione cellulare, anzi porta ad una 
riduzione della crescita tumorale, in quanto, probabilmente, aumenta la formazione di nuovi 
vasi che non sono funzionali 
3.4.7 RIGENERAZIONE EPATICA 
Come precedentemente detto, la neuritina viene espressa anche a livello del fegato, e 
principalmente dagli epatociti maturi, nello spazio sinusoidale, ovvero nell’area baso-laterale 
degli epatociti (Kojima, Shiojiri et al. 2005).  E’ stato osservato che in caso di deficienza 
epatica la sua espressione viene ridotta, specialmente si è osservata una riduzione ogni volta 
che gli epatociti entrano nella fase S del ciclo cellulare. Per questo motivo viene considerata 
come un possibile marker di differenziamento degli epatociti, oltre a far ipotizzare un suo 
ruolo nella rigenerazione epatica (Kojima, Shiojiri et al. 2005). Questa regolazione avviene 
solo se viene espresso C/EBPα, in quanto nella regione promotrice della neuritina è presente 
un sito di legame putativo per C/EBP. 
3.5 MO DULAZIO NE DELLA PRO TEINA 
3.5.1 STIMOLI LUMINOSI 
L’espressione del gene della neuritina viene modulata, a livello della corteccia, anche dalla 
variazione dell’attività neurale in risposta a stimoli luminosi: l’espressione di neuritina risulta 
essere ridotta dopo 2 settimane di segregazione al buio, torna normale dopo 4 ore di luce e 
viene sovra-espressa dopo 24 ore di stimolo luminoso. Inoltre, l’espressione della neuritina 
risulta essere aumentata nella corteccia piriforme ed entorinale con l’avanzare dell’età da 1 a 
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14 giorni dopo la nascita, mentre l’espressione neocorticale risulta aumentata tra il 14° e il 21° 
giorno post-natale per poi diminuire nell’adulto (Nedivi, Fieldust et al. 1996). Altri studi sono 
stati condotti in ratti, analizzando come varia l’espressione della neuritina nella corteccia 
visiva (Lee and Nedivi 2002). A questo livello si osserva la comparsa di neuritina solo dopo 
che gli animali aprono per la prima volta gli occhi, ma risulta essere attività-indipendente, 
ovvero non sono state osservate variazioni nell’espressione di neuritina dopo periodi di buio. 
La regolazione dell’espressione della neuritina risulta essere bifasica in varie strutture visive 
ovvero: una fase precoce in cui risulta essere attività indipendente, in cui non vi è una risposta 
ai segnali indotti dalla retina e una seconda fase caratterizzata da una regolazione attività-
dipendente che insorge piuttosto tardivamente nello sviluppo (Crair, Gillespie et al. 1998; Lee 
and Nedivi 2002). 
3.5.2 NEUROTROFINE 
Le neurotrofine svolgono un ruolo fondamentale nella promozione della sopravvivenza 
neuronale, nel differenziamento, nella funzionalità e nella riparazione. Inoltre, è noto che 
agiscono nella regolazione della crescita assonale e nella crescita rigenerativa dopo danno 
(Karamoysoyli, Burnand et al. 2008). Le neurotrofine sono fattori trofici indispensabili per lo 
sviluppo del sistema nervoso, la competizione tra i diversi fattori trofici determina il numero 
di neuroni che sopravvivono durante l’innervazione da parte dei bersagli. Tra le principali si 
annoverano: NGF, BDNF, NT-3, NT-4 
  
 NGF 
 NGF (nerve growth factor) è stata una delle prime neurotrofine ad essere identificata e 
agisce su una ristretta popolazione cellulare. Nel sistema nervoso centrale, NGF promuove la 
sopravvivenza e la funzionalità dei neuroni colinergici presenti nel prosencefalo basale (Chen, 
Nishimura et al. 1997). 
Anche l’NGF regola l’espressione della neuritina; infatti, studi svolti nel nostro laboratorio   
hanno indicato che l’NGF aumenta l’espressione della neuritina in cellule PC12, prima che il 
differenziamento diventi apprezzabile (Cappelletti, Galbiati et al. 2007). Allo stesso tempo la 
neuritina aumenta l’effetto di differenziamento indotto dall’NGF permettendo la formazione 
di neuriti più lunghi. Tuttavia, questo effetto non sembra essere mediato dai recettori 
generalmente utilizzati dalle neurotrofine: TrkA ed EGF, ma sembra essere regolata dalla via 
di segnale indotta dall’ossido nitrico (NO). La regione promotrice della neuritina contiene le 
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sequenze di legame per CREB, AP-1, TRE e due sequenze che riconoscono alla famiglia 
degli early growth response genes (Karamoysoyli, Burnand et al. 2008). Questi fattori di 
trascrizione sembrano essere implicati nella crescita neuritica indotta da NGF. La 
stimolazione di TrKA attraverso NGF porta all’attivazione di diverse vie di segnale 
intracellulari tra cui Ras-Raf-MEK-ERK and P1–3K–AKT. L’inibizione di MEK e PI-3K 
inibisce la crescita neuritica e, allo stesso tempo, previene la sovra-regolazione della neuritina 
indotta da NGF (Karamoysoyli, Burnand et al. 2008). Infatti, attraverso studi condotti da 
karamoysoyli e colleghi (Karamoysoyli, Burnand et al. 2008) è stato osservato che la 
neuritina potrebbe essere sovra-regolata tramite due vie:  ERK/AKT o da un fattore non noto 
che viene rilasciato nel medium di coltura, probabilmente, dai neuroni stessi che permette il 
mantenimento costitutivo della neuritina attraverso l’attivazione di ERK. 
  
 BDNF e NT-3 
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) e NT-3 (neurotrophin-3) sono altamente 
espressi nelle aree ippocampali e corticali e sono stati collegati alla sopravvivenza e 
funzionalità di vari tipi cellulari. 
L’espressione della neuritina è regolata dall’attività neuronale; in modo particolare è stato 
dimostrato che si ha un aumento di mRNA dopo trattamento con BDNF o NT-3 per un 
periodo di tempo limitato pari a 2-4 h, per poi tornare ai livelli normali. L’aumento di 
neuritina risulta essere prolungato, invece, dopo trattamento con KCl con un massimo di 
espressione dopo 6 h dall’induzione e viene mantenuto costante per 10 h (Naeve, 
Ramakrishnan et al. 1997).  
BDNF promuove la formazione degli assoni retino-tettali in xenopus   e influisce 
sull’arborizzazione dendritica e la connettività sinaptica in modo attività-dipendente 
(Cantallops, Haas et al. 2000). Perciò, l’effetto di promozione della crescita delle 
ramificazioni dendritiche esercitato da BDNF, potrebbe essere mediato, almeno in parte, dalla 
neuritina (Cantallops, Haas et al. 2000). Questo dato è confermato anche dallo studio condotto 
da Cantallops e Cline (Cantallops and Cline 2008) in cui è stato osservato che i livelli di 
neuritina sulla superficie cellulare vengono aumentati allo stesso tempo con l’attività assonale 
e la trasmissione sinaptica. Infatti BDNF può indurre depolarizzazione nei coni di crescita 
assonale e indurre un entrata di calcio attraverso l’attivazione dei canali TRP (transient 




Gli androgeni sono degli ormoni neuroattivi in grado di regolare eventi cellulari e 
molecolari in varie funzioni cerebrali, quali: comportamenti sessuali e aggressività, memoria, 
capacità cognitive, umore (Marron, Guerini et al. 2005). Molte di queste funzioni vengono 
regolate dal recettore per gli androgeni (AR), un fattore di trascrizione che appartiene alla 
famiglia dei recettori steroidei nucleari (Lamb, Weigel et al. 2001). Questo recettore viene 
espresso in diverse popolazioni neuronali del sistema nervoso centrale, ma in modo 
particolare a livello del corno anteriore del midollo spinale e nei neuroni sensoriali dei gangli 
dorsali (Poletti 2004; Marron, Guerini et al. 2005). Soprattutto a livello della spina dorsale è 
stato osservato che l’AR è altamente espresso a livello dei motoneuroni somatici collocati nei 
nuclei del trigemino, facciale, ambiguo e ipoglosso (Matsumoto  et al.  1988;  Freeman  et al.  
1995; Drengler  et al.  1996;  Lumbroso  et al.  1996;  Matsumoto1997; Larkowski et al. 2000; 
Yu and McGinnis 2001). La sua attivazione in queste strutture risulta svolgere un ruolo 
importante nella rigenerazione dei nervi dopo danno, aumentando l’allungamento degli assoni 
dei nervi sciatico, facciale e ipoglosso, verso le loro destinazioni (Yu 1989;  Kujawa  et al. 
1993). Inoltre, la mancata stimolazione androgenica causa la riduzione del soma e della 
lunghezza dei dendriti dei motoneuroni, così come riduce il numero di sinapsi presenti, 
mentre la successiva terapia androgenica elimina tutti gli effetti osservati (Matsumoto et al. 
1988; Goldstain and Sengelaub 1992; Matsumoto 1997; Watson et al. 2001; Jordan et al. 
2002). Tutte queste caratteristiche hanno portato allo studio della regolazione androgenica al 
fine di permettere la riparazione di danni al motoneurone attraverso l’allungamento assonale e 
la formazione di nuove sinapsi con il bersaglio di destinazione (Marron, Guerini et al. 2005). 
E’ stato ipotizzato un possibile ruolo della neuritina nella regolazione degli effetti indotti dalla 
stimolazione androgenica, infatti, nell’analisi della regione promotrice della neuritina sono 
stati osservati sette siti putativi di elementi responsivi agli androgeni, i quali indicano una 
possibile regolazione diretta dell’espressione della neuritina indotta dagli androgeni. L’ipotesi 
è stata supportata da studi indicanti che, nella linea cellulare di motoneuroni NSC34, 
l’attivazione androgenica porta ad un aumento del numero di processi assonali simile a quello 
osservato dopo sovra-espressione di neuritina, che non si osserva in NSC34 in cui è stato 
attivato il recettore androgenico, ma silenziata la neuritina. Ciò suggerisce che la neuritina 
possa effettivamente essere un mediatore nella crescita assonale dei motoneuroni indotta dagli 
androgeni. Questa risposta androgenica dei motoneuroni è dovuta alla regolazione dei livelli 
trascrizionali della neuritna indotti dal DHT. Il DHT (5α-dihydrotestosterone) è il prodotto di 
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conversione del testosterone da parte dell’enzima 5α-reduttasi (Wilson, Griffin et al. 1993). Il 
DHT sembra essere presente in rilevante quantità a livello dei motoneuroni ed è in grado di 
esercitare un effetto molto più elevato sull’attivazione dell’AR;, ne è riprova il fatto che il 
trattamento con finasteride (inibitore della 5 α-reduttasi) blocca gli effetti di allungamento e 
riparazione neuronale indotte dagli androgeni (Marron, Guerini et al. 2005). Questo gruppo 
suggerisce che vi possa essere un coinvolgimento della neuritina anche in varie patologie in 
cui l’AR presenta mutazioni, quali: SBMA e ALS. 
3.5.4 IPOSSIA 
L’ipossia cellulare è una caratteristica comune di molte patologie umane. Nei tumori solidi 
l’equilibrio tra proliferazione cellulare e richiesta di ossigeno da parte delle cellule risulta 
essere sbilanciato, causando una diminuzione della pressione parziale dell’ossigeno 
(Helmlinger, Netti et al. 1997) Nei tessuti tumorali le cellule ipossiche modulano 
l’espressione di differenti geni per ottenere una migliore perfusione e un aumento della  
pressione parziale di ossigeno. L’aumento dell’espressione di alcuni geni, indotta dall’ipossia, 
è sotto il controllo degli HIFs (hypoxia-inducible factors) (Semenza 1998). Tra questi geni si 
annovera anche la neuritina che viene espressa e viene indotta da ipossia in cellule endoteliali 
(Le Jan, Le Meur et al. 2006). In questi studi, tramite ibridazione in situ, è stato osservato che 
l’mRNA della neuritina viene espresso in vari tumori umani tra cui il tumore prostatico, del 
colon, in cellule di carcinoma renale e in glioblastoma. La neuritina viene espressa sia in 
cellule epiteliali normali che tumorali e, più debolmente, nei vasi sanguigni di aree del colon e 
prostata normali e tumorali. Infatti, hanno anche osservato che la neuritina viene sovra-
espressa nelle aree perinecrotiche di regioni tumorali di glioblastoma, dove si verifica ipossia 
(Le Jan, Le Meur et al. 2006). 
3.6 PATO LO GIE CHE VEDO NO  CO INVO LTA LA NEURITINA 
3.6.1 DIABETE 
Nella neuropatia diabetica è stato osservato che vi è una riduzione dei livelli di NGF, e che, 
in modelli animali o cellulari, la somministrazione di NGF porta ad un miglioramento della 
patologia (Karamoysoyli, Burnand et al. 2008). Come precedentemente riportato, NGF 
aumenta l’espressione di neuritina, la quale, a sua volta, permette la crescita neuritica. In un 
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recente studio è stato osservato che i pazienti che presentano questa patologia mostrano una 
riduzione delle arborizzazioni delle piccole fibre della cornea, fattore associato alla fase 
iniziale della neuropatia (Karamoysoyli, Burnand et al. 2008). Si potrebbe ipotizzare che 
questo effetto possa essere dovuto a cambiamenti di espressione della neuritina. 
3.6.2 SCHIZOFRENIA 
Mutazioni nel braccio corto del cromosoma 6 sono state reputate essere la causa di diversi 
tipi di schizofrenia (SZ) (Lewis, Levinson et al. 2003).  I pazienti che presentano schizofrenia 
sono stati suddivisi in due sottotipi: il sottotipo che presenta deficit cognitivo (CD) e un 
sottotipo che presenta un deficit cognitivo meno severo (CS: cognitively spared). Il sottotipo 
CD presenta deficit nella regione cromosomica in cui viene localizzata anche la neuritina: 
6p24-25 (Hallmayer, Kalaydjieva et al. 2005). Per questo motivo Chandler e collaboratori 
hanno indagato se vi fosse una correlazione tra questa patologia e la neuritina (Chandler, 
Dragovic et al. 2010). Anche se, in questo studio, non è stato rilevato un effetto diretto di 
polimorfismi della neuritina verso la sensibilità a contrarre la patologia, la neuritina sembra 
avere un effetto sull’intelligenza fluida. Infatti, è stato osservato che polimorfismi della 
neuritina vanno ad influenzare l’IQ dei pazienti schizofrenici. Il fatto che vi sia un effetto 
importante da parte della neuritina sulla capacità di astrazione e di ragionamento induttivo è 
particolarmente interessante nel contesto della relazione che intercorre tra l’intelligenza 
cristallizzata, quella fluida e il ruolo dell’influenza ambientale sullo sviluppo cognitivo. 
Tuttavia è stato osservato che entrambi i componenti dell’intelligenza generale sono sotto 
l’influenza genetica, l’intelligenza fluida è strettamente legata ad un’interazione dinamica con 
l’ambiente circostante fin dalle prime fasi dello sviluppo (Chandler, Dragovic et al. 2010). 
Sembra che la neuritina entri in gioco proprio su questo tipo d’interazione; infatti, è una 
proteina attività-dipendente, regolata da segnali sensoriali e da fattori neurotrofici (Naeve, 
Ramakrishnan et al. 1997; Lee and Nedivi 2002; Fujino, Wu et al. 2008). La relazione tra 
l’espressione della neuritina, le abilità cognitive e i ritmi circadiani (Chandler, Dragovic et al. 
2010) è in accordo con il fatto che la neuritina venga regolata dagli stimoli luminosi (Lee and 
Nedivi 2002) e dalla sua sovra-espressione nel cervelletto in periodi d’insonnia (Chandler, 
Dragovic et al. 2010). Mutazioni nell’allele considerato di rischio rs1475157 sono considerate 
una causa dell’incapacità di astrazione e del ridotto IQ osservato nei pazienti schizofrenici, 
probabilmente a causa della conseguente distruzione del sito di legame per E4BP4, un 
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soppressore della trascrizione correlato con il ritmo circadiano (Chandler, Dragovic et al. 
2010). 
3.6.3 ISCHEMIA 
L’ischemia, che generalmente è causata da arresto cardiaco o da occlusione delle arterie, è 
una patologia che colpisce un numero di persone molto alto causando danni cerebrali 
debilitanti. Diverse sono le proteine che sono coinvolte nella neuritogenesi dopo danno 
ischemico quali: EGF (epithelial  growth  factor), HB-EGF (heparin-binding  EGF-like 
growth  factor) , FGF-2 (fibroblast  growth  factor–2), SCF (stem  cell  factor), EPO 
(erythropoietin) e iNOS (inducible nitric oxide synthase) (Han, Chen et al. 2007)). Come 
precedentemente riportato, la neuritina può agire inducendo la riparazione neuronale dopo 
danno o nella regolazione dell’apoptosi durante le prime fasi embrionali di sviluppo, per 
questo motivo Han e collaboratori (Han, Chen et al. 2007) hanno indagato se queste azioni 
della neuritina si esplicano anche dopo danno ischemico. Questo gruppo ha osservato che, in 
topi modello per l’ischemia globale transiente (TGI), vi è, a livello ippocampale, una sovra-
regolazione della neuritina, dato in accordo con i precedenti risultati ottenuti da liu e colleghi 
(Liu, Solway et al. 1998). In questo studio è stato osservato un picco di proliferazione 
cellulare a livello del giro dentato dopo attacco epilettico o TGI. Ciò suggerisce che la 
neuritina possa agire nel recupero dopo danno, idea ulteriormente supportata dal fatto che essa 
varia al variare delle cellule positive a BrdU, nella stessa area colpita da TGI, indicando una 
contemporanea regolazione di livelli di neuritina e proliferazione cellulare. Tuttavia, questi 
risultati sembrano in contrasto con la funzione precedentemente descritta come immediate-
early gene (IEG) o come bersaglio della via di segnale che induce la plasticità sinaptica 
descritta per le culture primarie di neuroni corticali (Fujino, Lee et al. 2003). Uno dei 
meccanismi suggeriti attraverso cui la neuritina agirebbe come promotore della proliferazione 
cellulare al fine di riparare il danno è attraverso la via di CREB. Infatti, la via di CREB viene 
attivata dal segnale di cAMP-CREB che induce un aumento di cellule positive a BrdU 
(Fujino, Lee et al. 2003). Quest’azione della neuritina probabilmente è correlata alla sua 
capacità di indure i neuroni danneggiati a ristabilire nuove connessioni e sviluppare nuove 
ramificazioni. Inoltre, un ruolo importante nella regolazione della rigenerazione sembra essere 
svolto anche dalla proteina nella sua forma solubile, in quanto in questo stato agisce 
diminuendo le connessioni neurone-neurone permettendo lo sviluppo di neuriti più corti con 
più ramificazioni per ciascun dendrite. Per cui il fenomeno di riparazione del danno neuronale 
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consiste in una cooperazione tra la forma solubile e quella ancorata alla membrana al fine di 
promuovere la neuritogenesi, fenomeno già descritto da Putz e colleghi. (Putz, Harwell et al. 
2005). 
Un’altra caratteristica di questa patologia è che causa una eccitotossicità da glutammato 
andando ad sovra-attivare i recettori NMDA (Chen, Lu et al. 2008). Il recettore NMDA 
(NMDAR) è costituito da due subunità: NR2A e NR2B. quest’ultima sembra essere 
responsabile degli effetti neurotossici da danno ischemico o epilettico, mentre la prima 
subunità sembra avere effetti neuroprotettivi . E’ stato osservato che NR2A induce 
l’attivazione di CREB a livello ippocampale dopo danno ischemico, facendo pensare ad un 
possibile ruolo della neuritina nella regolazione degli effetti di recupero da danno ischemico 
tramite via di attivazione di CREB (come precedentemente suggerito da Han et al.). 
Quest’azione è limitata alla subunità NR2A, per cui l’alternanza tra questa subunità e NR2B, 
tramite attivazione di CREB, potrebbero regolare la proliferazione o morte cellulare (Chen, 
Lu et al. 2008). 
3.6.4 TUMORI 
La neuritina è stata correlata con un particolare tipo di tumore, il sarcoma di Kaposi 
(Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus, KSHV), un tumore mesenchimale caratterizzato 
da anormali vasi sanguigni e linfatici (Raggo, Ruhl et al. 2005). Nello studio condotto da 
Raggo et al. (2005) sono stati analizzati i possibili geni coinvolti nella trasformazione 
cellulare indotta da KSHV. Alcuni di questi richiedono la via di segnale di c-Kit. Tramite 
microarrays è stata identificato anche la neuritina come gene sovra regolato in cellule infettate 
da KHSV e hanno notato che il silenziamento della neuritina porta all’inibizione del 
cambiamento morfologico tumorale. Inoltre, è stato osservato che la neuritina è coinvolta 
nella sovra-regolazione di cKit (Chen, Lu et al. 2008). Questo stesso gruppo ha condotto 
esperimenti anche sulla linea cellulare di NIH-3T3, osservando che la neuritina induce 





4)    SCOPO DELLA TESI 
Il laboratorio in cui è stato svolto questo lavoro di tesi è da sempre interessato alla 
funzionalità dei neuroni GnRH; inoltre recentemente ha sviluppato un filone di ricerca 
focalizzato sullo studio della neuritina. Quest’ultima è una proteina coinvolta nello sviluppo e 
nell’allungamento dei neuriti, e nella corretta formazione delle sinapsi. Inoltre, la sua 
espressione genica risulta essere sotto controllo degli steroidi. 
Questo studio è nato da una analisi Microarray che ha indicato la neuritina quale uno dei 
geni maggiormente espressi dalle cellule GN-11. Questa linea cellulare di neuroni GnRH 
secernenti viene utilizzata come modello per lo studio dello sviluppo dei neuroni GnRH e 
soprattutto per lo studio del peculiare processo di migrazione di questi neuroni che come noto 
durante lo sviluppo embrionale migrano dal placode olfattorio all’ipotalamo. A seguito di 
questa indicazione preliminare abbiamo quindi ipotizzato che la neuritina possa essere 
coinvolta anche nei processi di migrazione cellulare. 
Lo scopo di questo lavoro di tesi è quindi stato quello di supportare l’ipotesi iniziale 
utilizzando diversi approcci sperimentali sia in vitro che in vivo e cercando un possibile 
meccanismo d’azione della neuritina. In particolare, abbiamo analizzato la migrazione delle 
cellule GN-11, dopo modulazione dei livelli di neuritina, mediante saggio di Boyden, test di 
wound healing e videomicroscopia time-lapse. La migrazione in vivo, dopo sovra-espressione 
di neuritina, è stata analizzata in colture dissociate di eminenza ganglionica e in sezioni 
cerebrali elettroporate. Infine, poiché per la migrazione neuronale risulta essere di enorme 
importanza il riarrangiamento del citoscheletro abbiamo analizzato cambiamenti morfologici 
delle cellule e livelli di modificazioni post-traduzionali della α-tubulina. 
Gli studi effettuati ci hanno portato a dimostrare che:  
a. la modulazione dei livelli di neuritina correla con variazioni della capacità migratoria 
delle cellule GN-11 e di neuroni dissociati della eminenza ganglionica;  
b. l’azione pro-migratoria della neuritina è evidenziabile anche in vivo sugli interneuroni 
della eminenza ganglionica;  
c. la neuritina induce modificazioni morfologiche correlabili alla attività migratoria nelle 
cellule GN-11;  




5) MATERIALI E METODI 
5.1 GLI ANIMALI 
Tutte le procedure che hanno coinvolto gli animali sono state condotte rispettando le linee 
guida istituzionali e le leggi nazionali (D.L. no. 116, G.U. suppl. 40, Feb. 18, 1992, Circolare 
No.8, G.U., 14 luglio 1994) e internazionali (EEC Council Directive 86/609, OJ L 358, 1 
DEC.12, 1987 e Commission Recommendation “C 2007–2525”). Sono state utilizzate ratte 
femmine gravide albine Sprague Dawley. L’età degli embrioni utilizzati è stata calcolata a 
partire dal giorno di controllo del tappo vaginale, considerando il giorno in cui è stato 
effettuato il controllo come giorno embrionale 1 (E1). Le ratte gravide sono state sacrificate 
per dislocazione cervicale, gli embrioni sono stati dissezionati in liquido cerebrospinale 
artificiale freddo. I cervelli sono stati rimossi e dissezionati o inclusi in agarosio a basso punto 
di fusione. 
5.1.1 ESTRAZIONE DEI TESSUTI CEREBRALI 
Dopo aver estratto i cervelli di ratti E15, E16, E17, E18, di ciascun embrione sono stati 
prelevati: i bulbi olfattori, i nasi, gli ipotalami, le cortecce e le eminenze ganglioniche. Le 
parti così estratte sono state congelate velocemente su ghiaccio secco e conservate a -80°C 
fino all’estrazione dell’RNA. 
5.1.2 COLTURE PRIMARIE 
Dai cervelli di embrioni di ratti E16 sono state estratte l’eminenze ganglioniche e 
microdissezionate: poste in una soluzione costituita dallo 0,05% di tripsina e 100 g/ml di 
DNAse1 in Neuro Basal Medium (NBM). Dopo incubazione al 5% di CO2 e a 37°C per 15 
minuti, è stato effettuato un lavaggio in NBM al 10% di siero bovino fetale (FBS, 
Invitrogen-Gibco) e dissociate con una pipetta Pasteaur. La sospensione cellulare è stata 
centrifugata per 3 minuti a 3000 rpm, il pellet risospeso in NBM contenente 2 mM/L-
glutamina,  penicillina/streptomicina e B27 (diluito 1:50) (Invitrogen). Le cellule dissociate 
sono state seminate in multiwell da 6 pozzetti ad una densità di 2x106 cellule/pozzetto, le 
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piastre sono state precedentemente rivestite con laminina e polilisina (100 g/ml ognuna; 
Invitrogen). 
Le cellule sono state transfettate due giorni dopo la semina, utilizzando la Lipofectamina 
2000, in accordo con il protocollo fornito dal produttore (Invitrogen, Paisley, UK). Le colture 
sono state utilizzate 48h dopo la transfezione per il saggio di migrazione che sfrutta la camera 
di Boyden. 
5.1.3 ELETTROPORAZIONE 
Le sezioni di cervello sono state ottenute come descritto da Alifragis e colleghi (Alifragis, 
Liapi et al. 2004). I cervelli di ratti E16 sono stati inclusi in agarosio a basso punto di fusione 
(Sigma) e tagliate con uno spessore di 300 µm attraverso l’utilizzo di un vibratomo. Le 
sezioni coronali mediali sono state poste su filtri di nitrocellulosa (0.45 µm; Millipore). Le 
fettine così ottenute sono state elettroporate con circa 60 nl di plasmidi (2 g/l) attraverso 
microiniezione a pressione (General Valve Picospritzer, Fairfield, NJ) utilizzando micro 
capillari di vetro (Drummond Scientific, Broomall, PA). Per elettroporare selettivamente 
l’eminenza ganglionica è stato utilizzato un elettrodo di platino orientato verticalmente verso 
la sezione (polo negativo) posta su un elettrodo orizzontale (polo positivo). Gli elettrodi sono 
stati collegati ad un “dual-pulse isolated stimulator” (Intracel, Herts, UK). I parametri settati 
sull’elettroporatore (Electro Square Porator, ECM 830; BTX, San Diego, CA) sono i seguenti: 
100 Hz, 70 V, pulsazioni lunghe 5 ms, da 3 a 5 pulsazioni ogni 100 ms. Le sezioni sono poi 
state trasferite in medium di coltura contenente DMEM: F12 (Sigma, St. Louis, MO), 5% 
fetal bovine serum, 1x N-2, 100 µM L-glutamine, 2.4 g/L D-glucose (Sigma), 5 U/ml 
penicillina, and 5 mg/ml streptomicina e conservate in incubatore al 5% CO2 a 37°C. 48 ore 
dopo l’elettroporazione le sezioni sono state fissate in 4% di paraformaldeide in 0.1 M PBS 
(tampone fosfato, pH 7.4) per un ora e conservate a 4°C, montate su vetrini utilizzando il 
glycerogel (DAKO) come mezzo montante. Le sezioni sono poi state analizzate a microscopio 
confocale Leica (Nussloch, Germany) TCS SP1. Le immagini sono state analizzate con il 
software MetaMorph (Universal Imaging, West Chester, PA) e Adobe Photoshop. 
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5.2 CO LTURE CELLULARI E TRANSFEZIO NE 
Le linee cellulari utilizzate sono le GN-11 (gentilmente donate da Dr. S. Radovick, Chicago, 
IL, USA) e le GT1-7 (gentilmente donate da Dr. R.I. Weiner, San Francisco, Ca, USA). Le 
GN-11 sono neuroni GnRH secernenti derivanti da un tumore, sviluppatosi nel bulbo 
olfattorio di un topo transgenico per un gene ibrido contente il promotore del gene umano del 
GnRH fuso alla sequenza codificante per il large T-antigen del virus SV40 che conferisce alle 
cellule neuronali la capacità di duplicarsi. Da questo tipo di tumore sono stati ottenuti tre 
sottocloni: GN10, GN11 ed NLT (Radovick, Wray et al. 1991). Le GT1-7 sono sempre 
neuroni GnRH secernenti derivanti da un tumore, sviluppatosi a livello dell’ipotalamo di un 
topo transgenico per un gene ibrido contenente il promotore del gene di ratto del GnRH fuso 
alla sequenza codificante per l’oncogene large T-antigen del virus SV40. Da questo sono stati 
ottenuti tre sottocloni: GT1-1, GT1-3 e GT1-7 (Mellon, Windle et al. 1990). Entrambe queste 
linee cellulari sono state mantenute in Dulbecco's Modified Eagle's Medium, contenente 4.5 
g/L di glucosio (DMEM; Seromed, Biochrom KG, Berlin, Germany) addizionato con 10% di 
siero fetale bovino(FBS, Invitrogen, San Giuliano Milanese, Italy), 1 mM glutammina, 100 
UI/mL penicillina G K-salt, and 100 µg/mL streptomicina solfato e cresciute in piastre da 10 
cm.  
Per quanto riguarda la sovra-espressione o il silenziamento della neuritina, la linea cellulare 
delle GN-11 è stata trasfettata con la Lipofectamina 2000 (Invitrogen) seguendo le istruzioni 
fornite dal produttore; dopo 4-5 ore dalla trasfezione il medium è stato cambiato. L’efficienza 
di trasfezione è stata stimata conteggiando le cellule che esprimono GFP rispetto alle cellule 
totali valutate mediante colorazione dei nuclei con DAPI. Per sovra-esprimere la neuritina, il 
cDNA della neuritina è stato inserito all’interno di un vettore pIRES2-enhanced green 
fluorescent protein (EGFP) (Clontech Laboratory, Palo Alto, CA, USA); nelle fettine di 
cervello elettroporate questo plasmide è stato cotrasfettato con il vettore pCAG-DsRed 
(gentilmente donato da Dr. M. Hoshino, Kyoto University, Kyoto, Japan) ad un rapporto 4:1 
in quanto con questa tecnica il segnale del GFP tende a indebolirsi, oltre al fatto che il 
microscopio confocale utilizzato risulta essere più sensibile alla fluorescenza rossa; per il 
silenziamento della neuritina i plasmidi shRNA-Nrn1 e scramble shRNA, esprimenti siRNA 
contro Nrn1, sono stati cotrasfettati con pEGFP-N1 (Clontech Laboratory) in un rapporto 
10:1. Il vettore esprimente la Nrn-1, il shRNA-Nrn1 e il  shRNA-scramble sono stati 
gentilmente forniti dalla Prof. Elly Nedivi (Massachusetts Institute of Technology, 
Cambridge, MA, USA). Una valutazione attraverso l’utilizzo di un microscopio a 
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fluorescenza in vivo, ha permesso di determinare un’efficienza di trasfezione del 60%. Le 
cellule sono state piastrate in piastre da 6 pozzetti ad una densità di 150.000 cellule/pozzetto. 
Dopo 24 ore le cellule sono state trasfettate con 2 µg di plasmide e 5 µl di Lipofectamina 
2000 per ciascun campione. 
5.3 REAL-TIME RT-PCR 
Le cellule sono state raccolte dopo 48h di transfezione con guanidina isotiocianato 4M 
(contenente 25 mM di sodio citrato pH 7.5, 0.5% di sarcosyl e 0.1% 2-mercaptoetanolo) e 
l’RNA totale è stato isolato attraverso estrazione con fenolo-cloroformio, in accordo con la 
metodica descritta da Chomczynski e Sacchi (Chomczynski and Sacchi 1987). La 
quantizzazione è stata effettuata attraverso lettura dell’assorbanza a 260 nm. Un’aliquota di 
RNA totale (1 µg) è stata trattata per 15 minuti a temperatura ambiente con 1 U di DNaseI 
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). Dopo aver inattivato la DNaseI, ciascun campione è 
stato retrotrascritto utilizzando High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (PE Applied 
Biosystems, Monza, Italy) in accordo con le istruzioni fornite dal produttore in un volume 
totale di 20 µl. I primers utilizzati per i geni selezionati sono stati disegnati con il software 
Primer Express (PE Applied Biosystems) e prodotti ed ottenuti da Eurofins MWG Operon 
(Ebersberg, Germany). Le sequenze dei primer utilizzati sono le seguenti: Nrn1: 5’- CGC 
GGT GCA AAT AGC TTA CC-3’ (forward), 5’-AGA CTG CAT CAC ACT TGC CC-3’ 
(reverse); GAPDH: 5’-CCA GAA CAT CAT CCC TGC AT -3’ (forward), 5’-CAG TGA 
GCT TCC CGT TCA-3’ (reverse). L’efficienza di amplificazione di entrambe le coppie di 
primers è molto vicina al 100%. La real-time PCR è stata effettuata utilizzando ABI Prism 
7000 sequence detection system (PE Applied Biosystems) in un volume totale di 25 µl, 
utilizzando  iTaq SYBR Green Supermix (BioRad Laboratories, Segrate, Italy) e 500 nmol di 
primers. Le condizioni dei cicli della PCR sono state le seguenti: 94°C per 10 min, 40 cicli a 
94°C per 15 s e 60°C per 1 min. La analisi della melting curve è sempre stata effettuata alla 
fine del saggio di PCR per controllare la specificità. I risultati sono stati espressi come valori 
di cicli soglia (Ct) ed utilizzati per la quantificazione relativa dei target attraverso il calcolo 
dei ∆∆Ct. Per escludere potenziali errori dati dalla conversione dei dati attraverso l’equazione 
2-∆∆Ct, tutti i valori statistici sono stati ottenuti utilizzando i valori di ∆Ct. Ciascun campione è 
stato analizzato in doppio, in un totale di quattro campioni indipendenti. 
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5.4 ANALISI DI WESTERN BLO T 
Per l’analisi di Western blot le cellule sono state seminate come per gli esperimenti di  RT-
PCR. Le proteine sono state estratte come descritto da Galbiati e collaboratori (Galbiati, 
Saredi et al. 2005), in breve: le cellule sono state lavate con PBS freddo , raccolte e 
centrifugate per ottenere un precipitato che è poi stato sonicato in ghiaccio con tampone di 
lisi. Quest’ultimo è costituito da: Tris HCl 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, 
contenente un cocktail di inibitori delle proteasi e l’1% di Nonidet P40. Tutti questi reagenti 
sono stati ottenuti da Sigma Aldrich. I campioni sono stati centrifugati a 10.000 g per 15 
minuti e il sopranatante con le proteine è stato separato e quantizzato tramite il metodo di 
Bradford. I lisato cellulare è stato denaturato nel tampone di caricamento, bollito per 3 minuti 
e analizzato con SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
con gel al 12% in condizioni riducenti. Per il rilevamento della neuritina, i campioni sono stati 
trasferiti su membrana di nitrocellulosa  (BioRad Laboratories), e riconosciuti attraverso 
l’utilizzo di anticorpi. Per quanto riguarda la neuritina è stato utilizzato il goat polyclonal anti-
neuritin (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA;  1:500 in TBS-T con il 5% in latte non 
grasso). Per il rilevamento delle forme modificate della α−tubulina, i campioni di proteine (25 
µg per pozzetto) sono state trasferiti su membrana in PDVF (Immobilon-P, Millipore, 
Billerica, MA), e riconosciuti con i seguenti anticorpi: α-tubulin mouse IgG (clone B-5-1-2, 
Sigma Aldrich; 1:1000); deTyr-tubulin rabbit IgG (Chemicon, Temecula, CA; 1:1000); Tyr-
tubulin mouse IgG (clone TUB-1A2, Sigma Aldrich, 1:1000); Ac-tubulin mouse IgG (clone 
6-11B-1, Sigma Aldrich, 1:1000). Gli immunoblots sono stati riconosciuti a temperature 
ambiente con gli adeguati anticorpi secondary HRP coniugati (Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA, USA; diluizione 1:5000), e rilevati con enhanced chemioluminescence 
detection kit reagents (ECL, GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). Tutte le 
quantizzazioni sono state normalizzate per le proteine totali rilevate con colorante di 
Coomassie Blue, o per i livelli di α-tubulina.Le lastre ottenute sono state scannerizzate e 
analizzate con il software Image J. 
5.5 SAGGIO  DI CHEMO MIGRAZIO NE ATTRAVERSO  L’UTILIZZO  DELLA CAMERA 
DI BO YDEN 
Il saggio di chemomigrazione è stato effettuato utilizzando una camera di Boyden 
costituita da 48 pozzetti come descritto da Cariboni e collaboratori (Cariboni, Rakic et al. 
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2005). Dopo 48 h di trasfezione le cellule sono state risospese in medium  senza siero (D-
MEM per le GN-11 e Neuro basal medium per le primarie) ad una concentrazione di 50.000 
cellule/50µl per le GN-11 ed alla concentrazione di 80.000 cellule/50µl per le colture primarie 
e piastrate nei pozzetti presenti nel supporto superiore della camera. Questi pozzetti sono 
divisi da quelli inferiori da una membrana di policarbonato senza polivinilpirrolidone con pori 
di 8 µm , precedentemente ricoperta con gelatina (0.2 mg/ml in PBS) per le GN-11 e con 
laminina e polilisina per le colture primarie. Come chemoattrattore è stato utilizzato l’FBS 
(1% per le GN-11 e 10% per le colture primarie) e poste nei pozzetti del supporto inferiore 
della camera. La camera è stata conservata in incubatore a 37°C per 1 o 2 ore per le GN-11 e 
6 o 8 ore per le colture primarie per permettere la migrazione delle cellule attraverso i pori 
della membrana e la loro adesione nella parte inferiore della membrana. Le cellule migrate 
sono state fissate in metanolo freddo, colorate utilizzando Diff-Quick stain kit (Biomap, 
Milan, Italy) e montate su vetrino. Per l’analisi quantitativa, le membrane sono state osservate 
utilizzando un microscopio Olympus light con un obiettivo 20X. Per ciascun pozzetto sono 
stati contati tre campi random e calcolate il numero di cellule pozzetto/mm2 per ciascuna 
condizione sperimentale. 
5.6 SCRATCH WO UNDING ASSAY 
Le cellule sono state staccate dopo 48 ore di trasfezione e riseminate ad una densità di 
5x105 cellule/ml negli inserti: IBIDI® Culture-Inserts (Martinsried, Germany) posti in piastre 
da 35mm e qui lasciate aderire per tutta notte. Dopo aver rimosso gli inserti, è stato sostituito 
il medium e analizzata la migrazione cellulare all’interno del setto attraverso acquisizione di 
immagini in contrasto di fase a diversi tempi con  microscopio Axiovert 200 (Zeiss, 
Oberkochen, Germany) accessoriato di photometric CoolSnap CCD camera (Ropper 
Scientific, Trenton, NJ, USA). L’area rimasta libera dalle cellule migranti è stata quantificata 
considerando tre campi random delle cellule trasfettate e controllo, ciò è stato effettuato per 
tre esperimenti indipendenti attraverso l’utilizzo del software ImageJ. 
5.7 IMMUNO FLUO RESCIENZA 
Le cellule sono state seminate in piastre con vetrini coprioggetto e transfettate. Dopo 48h 
di trasfezione i vetrini sono stati fissati con il 4% di paraformaldeide in PBS per 10 minuti, 
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permeabilizzate con 0.1% Triton-X 100 in PBS a temperatura ambiente e incubati con i 
seguenti anticorpi (gli stessi utilizzati nel saggio di Western blot): α-tubulin mouse, 1:500; 
deTyr-tubulin rabbit, 1:100; Tyr-tubulin mouse, 1:100; Ac-tubulin mouse, 1:100; γ-tubulin 
mouse IgG (clone GTU-88, Sigma Aldrich), 1:1000. Come anticorpi secondari sono stati 
utilizzati: Alexa Fluor
TM 
568 donkey anti-mouse e Alexa Fluor
TM 
488 goat anti-rabbit 
(Invitrogen), diluiti 1:1000. I coprivetrini sono stati montati con Mowiol (Calbiochem, San 
Diego, CA) – DABCO (Sigma Aldrich) ed esaminati con un microscopio Axiovert 200M 
(Zeiss) utilizzando l’obiettivo ad olio Plan neofluar 63x/1.25 NA. 
5.8 ANALISI MO RFO METRICHE 
Le cellule fissate sono state osservate al microscopio in contrasto di fase e sono state 
registrate diverse immagini di almeno 10 campi random di ciascuna piastra attraverso 
l’utilizzo di un microscopio Axiovert dotato di una fotocamera AxiocamHR (Zeiss, 
Oberkochen, Germany) con un ingradimento 20x. Ciascun parametro morfologico analizzato 
è stato determinato utilizzando un software in grado di analizzare immagini digitali 
(Interactive measurement module, Axiovision, Zeiss). Tutte le cellule presenti nell’immagine 
sono state analizzate, per un totale di almeno 250 cellule per gruppo. 
5.9 LIVE CELL IMAGING 
Per analizzare la capacità migratoria, i controlli e le cellule transfettate sono state tenute in 
medium senza siero per 3 ore, dopodiché è stato sostituito con DMEM contenente il 10% di 
FBS e le colture sono state trasferite nella camera riscaldata a 37°C con  CO2 controllata e 
fissata al 5% (Okolab, Naple, Italy) che è stata posta sotto microscopio a inversione (Axiovert 
200, Carl Zeiss). Sono state acquisite delle immagini ogni 10 minuti per circa 8 ore grazie ad 
una fotocamera (Axiocam HRM Rev. 2, Carl Zeiss). 
5.10 ANALISI DELLA VITALITÀ CELLULARE 
Le cellule sono state seminate in piastre da 24 pozzetti ad una densità di 15.000 cellule 
pozzetto. Dopo 24 ore le cellule sono state transfettate con 0,8 µg di plasmide e 2 µl di 
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Lipofectamina 2000 per ciascun campione ad eccezione di alcuni campioni mantenuti alle 
condizioni basali. Dopo 48 h di transfezione è stato effettuato il saggio di vitalità cellulare 
attraverso MTT assay. La soluzione necessaria è stata preparata il giorno stesso dell’utilizzo 
nel seguente modo: la polvere di MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5- diphenyltetrazolium 
bromide; thiazolyl blue) (Sigma Aldrich) è stata sciolta in RPMI senza rosso fenolo 
(Seromed, Biochrom KG, Berlin, Germany) ad una concentrazione di 1,5mg/ml, riscaldata a 
37°C e filtrata con filtro con pori da 0,22 µm. Il medium delle piastre è stato sostituito con 
300µl di soluzione di MTT, dopo incubazione al 5% di CO2 e a 37°C per 30 minuti, i sali di 
formazano dati dalla conversione del composto da parte delle deidrogenasi mitocondriali, 
insolubili in acqua, sono stati disciolti meccanicamente per mezzo di 500µl di isopropanolo 
assoluto addizionato di HCl 0,1N. L’assorbanza dei vari pozzetti è stata letta ad una 
lunghezza d’onda di 570nm. 
5.11 ANALISI STATISTICA 
I dati sono stati analizzati con ANOVA, usando il test di Tukey per comparazioni multiple. 
I tests statistici sono stati effettuati mediante il programma di statistica Prism (Graph Pad 







6.1 DIFFERENTE ESPRESSIO NE DI NEURITINA NELLE LINEE CELLULARI   
GN-11 E GT1-7 
Nella parte in vitro di questo elaborato sono state utilizzate due linee cellulari neuronali 
GnRH secernenti ottenute per tumorigenesi mirata. Le GN-11 derivano da un tumore 
generatosi a livello del bulbo olfattorio di topo a seguito della transfezione in una cellula 
embrionale di un gene ibrido costituito dalla regione codificante per l'antigene T SV-40 sotto 
controllo dalla regione promotrice del gene umano per il GnRH (Radovick, Wray et al. 1991).  
Le GT1-7 derivano, invece, da un tumore generatosi a livello ipotalamico dopo transfezione 
di un gene ibrido costituito dalla regione codificante per l'antigene T SV-40 sotto controllo 
dalla regione promotrice del gene di ratto per il GnRH (Mellon, Windle et al. 1990). Queste 
due linee cellulari sono caratterizzate da una differente capacità migratoria, motivo per cui in 
molti lavori vengono utilizzate come modello per lo studio della migrazione neuronale 
(Maggi, Pimpinelli et al. 2000; Cariboni, Maggi et al. 2007). Le GN-11, essendo cellule del 
bulbo olfattorio, sito iniziale del percorso migratorio dei neuroni GnRH, presentano 
un’elevata capacità migratoria; diversamente, le GT1-7, derivando dall’ipotalamo, sito finale 
della migrazione dei neuroni GnRH, sono neuroni completamente differenziati che hanno 
perso questa capacità (Pimpinelli, Redaelli et al. 2003). Queste due linee cellulari differiscono 
anche a livello morfologico: le GN-11 presentano una forma bipolare, tipica delle cellule con 
una spiccata capacità migratoria, mentre le GT1-7 crescono in raggruppamenti e presentano 
una forma più ramificata, indice di una maggiore stabilità (Fig.5A). Tramite saggio di Boyden 
abbiamo confermato la differente capacità migratoria tra queste due linee cellulari, in 
particolare abbiamo notato che allo stimolo chemotattico dell’FBS (D-MEM all’1% di FBS), 
per due ore, queste due linee cellulari rispondono diversamente: le GN-11 aumentano la loro 





Figura 5     Differente espressione della neuritina nelle cellule GN-11 e GT1-7. A)Differente 
morfologia delle due linee cellulari ( la scale bar indica 100µm) B)Differenze nella 
migrazione cellulare in risposta ad uno stimolo chemotattico C)Variazioni delle modificazioni 
post-traduzionali della tubulina. D-E) Variazione dell’espressione genica e proteica della 
neuritina.   
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Nella migrazione cellulare è fondamentale che avvengano delle modificazioni del 
citoscheletro. Esse coinvolgono in modo particolare modificazioni della tubulina e della sua 
polimerizzazione e depolimerizzazione, al fine di regolare la nucleocinesi e la retrazione 
assonale. Per questo motivo abbiamo analizzato le forme post-traduzionali modificate dell’α-
tubulina; infatti, queste forme variano a seconda della dinamicità delle cellule: la forma 
acetilata e quella deterosinata vengono maggiormente espresse nelle linee cellulari più stabili, 
mentre la tirosinata è indice di una maggiore dinamicità (Westermann and Weber 2003). 
Attraverso analisi Western blot abbiamo osservato livelli  delle forme stabili nettamente 
inferiori nelle GN-11 rispetto alle GT1-7 (Fig.5C).  
In una analisi microarray (Affymetrix MOE430 2.0) preliminare avevamo 
precedentemente osservato un’elevata espressione della neuritina nella linea cellulare GN-11 
(Tabella 1), abbiamo quindi voluto confermare questo dato e abbiamo ipotizzato che la 
neuritina possa essere coinvolta nei processi di migrazione cellulare. 
GeneChip  -  Affymetrix  MOE430 2.0 
Symbol Definition Gene ID Unigene ID Raw 
Nrn1 Neuritin-1 68404 Mm.232930 2034,1 
GAPDH Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase 
14433 Mm.31648 5052,2 
Nes Nestin 18008 Mm.33112 218,6 
 
Tabella 1.   Livelli di espressione della neuritina in cellule GN-11. 
Abbiamo quindi valutato i livelli di espressione genica e proteici della neuritina nelle due 
linee cellulari, osservando livelli molto più alti nelle cellule GN-11 rispetto alle cellule GT1-7 
(Fig.5 D ed E). In particolare, per quanto riguarda l’espressione proteica, si può osservare, in 
accordo con i risultati ottenuti da Putz  e collaboratori (Putz, Harwell et al. 2005), che 
l’anticorpo anti-neuritina rileva la presenza di due bande tra i 10 e i 15 KDa. La banda a più 
alto peso molecolare corrisponde alla forma ancorata alla membrana, mentre quella più bassa 
alla proteina secreta senza la coda GPI. Questi risultati indicano che l’espressione di neuritina 
è più elevata nei neuroni che hanno maggiore capacità migratoria. 
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6.2  LA NEURITINA MO DULA LA MIGRAZIO NE CELLULARE DELLE CELLULE 
GN-11 
La differente capacità migratoria osservata tra GN-11 e GT1-7 e l’elevata differenza di 
espressione della neuritina ci hanno indotto a pensare che questi due fenomeni possano essere 
collegati, suggerendo un possibile ruolo della neuritina nella migrazione cellulare. Per 
dimostrare questa ipotesi abbiamo pensato di modulare i livelli di neuritina nelle cellule GN-
11 e di valutare eventuali variazioni della loro attività migratoria. Per questo motivo abbiamo 
trasfettato in modo transiente le GN-11 sovra-esprimendo la neuritina o silenziando la sua 
espressione. La sovra-espressione è stata ottenuta tramite l’utilizzo di un vettore plasmidico 
pIRES contenente la sequenza codificante la neuritina in cui è stata inserita, prima della 
sequenza GPI, la sequenza Flag. Il silenziamento della neuritina è stato ottenuto tramite 
trasfezione di uno small hairpin RNA (shRNA) diretto contro l’mRNA della neuritina 
(ShRNA-Nrn1).  I plasmidi utilizzati sono stati gentilmente forniti dalla Prof. Elly Nedivi, 
M.I.T., Cambridge, MA, USA (Putz, Harwell et al. 2005). L’efficienza di trasfezione, pari a 
circa il 60%, è stata valutata grazie ad osservazione al microscopio a fluorescenza e conta 
cellulare (Fig.6). 
 
Figura 6       Efficienza di trasfezione della linea cellulare Gn-11 
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Innanzitutto abbiamo valutato l’effetto del silenziamento della neuritina sulla migrazione 
neuronale delle cellule GN-11. La figura 7A e B riporta i controlli dell’avvenuto 
silenziamento della neuritina mediante RT-qPCR e Western blot. 
 
 
Figura 7    Riduzione dei livelli di neuritina dopo transfezione transiente con Sh-RNA-Nrn1. A) riduzione 
dell’espressione genica; B) riduzione dell’espressione proteica. 
Per valutare la migrazione cellulare abbiamo utilizzato due metodiche: il test della camera 
di Boyden e il wound healing assay (Fig.8). Il primo è un saggio di microchemotassi che 
permette di valutare  la migrazione cellulare in risposta ad un chemoattrattore (1% di FBS), in 
un modello tridimensionale.  La migrazione è stata valutata mediante conta delle cellule 
migrate attraverso i pori della membrana di nitrocellulosa dopo un tempo di 2 ore. La conta 
delle cellule migrate ha dato i seguenti risultati: 70±13 cells/mm2  per il gruppo con cellule 
silenziate per la neuritina, 143±10 cells/mm2 e 135±8 cells/mm2 per i due gruppi controllo 
trasfettati rispettivamente con il plasmide fluorescente pEGFP-N1 e con il plasmide shRNA 
scramble (Fig.8A). Quindi dopo 2 h di migrazione le cellule in cui è stata silenziata la 







Figura 8 Variazione della migrazione delle GN-11 dopo silenziamento della neuritina. A) 
Boyden assay, 2 h di migrazione con l’1% di FBS come chemoatrattore; B) 
wound healing assay, analisi dopo 5 e 9 h di migrazione; C) Quantizzazione del 
test di wound healing,dopo 9 h di migrazione cellulare tramite misurazione dello 
spazio rimasto libero da cellule. 
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Il wound healing assay  è stato effettuato mediante inserti Ibidi®; questi sono degli inserti 
in silicone costituiti da due piccole camere separate da un setto di circa 500 µm. All’interno 
delle camere sono state piastrate le cellule e lasciate crescere fino a confluenza, dopo di che è 
stato rimosso il setto e le cellule sono state lasciate migrare fino a 9 h e sono state fotografate 
a diversi tempi. Il tempo di migrazione è più lungo rispetto  a quello della camera di Boyden 
(2 h), in quanto non si ha l’attrazione da parte di un chemoattrattore e le cellule devono 
percorrere una distanza maggiore. In questo esperimento si può notare che già dopo 5 h le 
cellule in cui è stata silenziata la neuritina presentano una netta riduzione della migrazione, 
diminuzione che diventa ancora più evidente a 9 h (Fig.8B). I risultati sono stati quantizzati 
misurando lo spazio libero rimasto tra i due bordi di cellule migranti (Fig.8C).  
Gli stessi esperimenti sono stati condotti dopo sovra-espressione della neuritina. Anche in 
questo caso l’efficienza dell’sovra-espressione della neuritina è stata verificata sia mediante 
RT-qPCR (Fig.9A), sia mediante analisi Western blot (Fig.9B). L’analisi western è stata 
effettuata utilizzando sia un anticorpo anti-neuritina, sia un anticorpo anti-Flag.  
 
Figura 9 Aumento della neuritina dopo transfezione transiente del plasmide pIRES-
EGFP-Nrn1. A) aumento dell’espressione genica; B) aumento dell’espressione 
proteica. 
Gli esperimenti di migrazione sono stati condotti con tempi più brevi: 1h per il saggio di 
Boyden (Fig.10A) e 8 ore per il wound healing assay (Fig.10B). Come è possibile osservare 
dal grafico nella figura 10A, le cellule in cui è stato fatto sovra-esprimere il gene della 
neuritina mostrano nel test di microchemotassi un’attività migratoria significativamente 
differente,  se confrontate con le cellule controllo. Infatti, le cellule che sovra-esprimono il 
gene della neuritina mostrano una capacità migratoria superiore del 27% rispetto alle cellule 
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controllo. Il numero di cellule controllo migrate risulta essere pari a 112±5/mm2, mentre 
quello delle cellule che sovra-esprimono la neuritina è pari a 142±6 /mm2. 
Anche  il saggio di wound healing ha riconfermato lo stesso risultato. Le immagini 
ottenute dopo 4h e 8h di migrazione mostrano che le cellule transfettate con la neuritina 
migrano più velocemente rispetto alle cellule controllo andando a riempire maggiormente i 
500 µm del setto (Fig.10B).  Anche in questo caso è stata effettuata una quantizzazione 






Figura 10 Variazione della migrazione delle GN-11 dopo sovra-espressione della 
neuritina. A) Boyden assay, 1 h di migrazione con l’1% di FBS come 
chemoatrattore; B) wound healing assay dopo 4 e 8 h di migrazione; C) 
Quantizzazione del test di wound healing dopo 8 h di migrazione cellulare 
tramite misurazione dello spazio rimasto libero da cellule. 
 
Al fine di essere certi che gli effetti osservati non siano dovuti a variazioni della 
proliferazione cellulare, è stato effettuato un saggio di vitalità cellulare: l’MTT assay. Grazie 
a questo saggio abbiamo osservato che tra i diversi gruppi non vi è alcuna variazione di  
proliferazione. L’unica differenza significativa è data dal processo di  transfezione in sé, che 
causando danni alla membrana cellulare per permettere l’entrata dei plasmidi, porta 
inevitabilmente ad una riduzione del numero di cellule nei gruppi transfettati rispetto ai 
controlli non trasfettati. Ciò sta ad indicare che il silenziamento o la sovra-espressione della 
neuritina, dopo 48 h di trasfezione e in queste linee cellulari, non interferisce sulla 




Figura 11 MTT: saggio di vitalità cellulare condotto su cellule GN-11 controllo e cellule 
GN-11 dopo 48 ore dalla transfezione con diversi plasmidi. 
6.3 LA MO DULAZIO NE DEI LIVELLI DI NEURITINA INDUCE CAMBIAMENTI 
MO RFO LO GICI NELLE CELLULE GN-11  
La migrazione cellulare comporta notevoli modificazioni strutturali delle cellule. Quindi, 
nel tentativo di scoprire in che modo la neuritina  modifica la migrazione neuronale, si è 
pensato di valutare le modificazioni morfologiche delle cellule GN-11 in relazione alla 
modulazione dei livelli d’espressione della neuritina. Il silenziamento e la sovra-espressione 
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della neuritina sono state ottenute con le stesse modalità degli esperimenti precedenti. I 
parametri da noi presi in considerazione sono: a) area e perimetro delle cellule; b) valore del 
diametro massimo e minimo della cellula e rapporto tra i due parametri; c) numero di cellule 
con forma bipolare (cellule che estendono due prolungamenti principali). I risultati, che si 
possono osservare nella figura 12, sono espressi come percentuale di variazione rispetto ai 
controlli che sono stati presi come riferimento e perciò posti al 100% (shRNA-Scr è il 
controllo per gli esperimenti di silenziamento e pEGFP-N1 per gli esperimenti di sovra-
espressione). Il numero di cellule analizzate è stato di 250 per gruppo. Per quanto riguarda 
l’area totale delle cellule e il perimetro, non sono state riscontrate differenze significative tra 
le cellule in cui il gene della neuritina è stato silenziato e quelle in cui la neuritina è sovra-
espressa (Fig.12). Si può invece notare che il rapporto tra il valore del diametro massimo e  
minimo del corpo cellulare risulta molto più alto nelle cellule che sovra-esprimono il gene 
della neuritina, in quanto queste cellule mostrano un diametro minimo più basso rispetto a 
quelle in cui il gene è stato silenziato (Fig.12). Questo risultato è indice di un maggiore 
allungamento della cellula. Infine, si ha anche una netta diminuzione del numero di cellule 
che presenta un forma bipolare (e quindi maggiormente prone a migrare) nel gruppo in cui è 




Figura 12 Cambiamenti morfologici in cellule GN-11 dopo silenziamento o sovra-
espressione della neuritina. I dati sono espressi come percentuale di variazione 
rispetto ai controlli posti al 100%. 
Per confermare la correlazione tra variazioni di attività migratoria e cambiamenti della 
morfologia cellulare dopo modificazione dei livelli di neuritina abbiamo effettuato 
esperimenti di videomicroscopia ottica in fluorescenza time-lapse, una metodica che permette 
l’osservazione, per tempi prolungati e ad intervalli definiti, del comportamento cellulare in 
termini di motilità. Le cellule prima della analisi sono state deprivate di siero per 3 ore. Il 
tempo di osservazione, in condizioni di temperatura e CO2 controllate, è stato di 8 ore, con 
registrazione delle osservazioni ogni 10 min. Nella figura 13 sono state riportate le immagini 
rappresentative prese all’inizio e dopo 4 e 8 ore di incubazione. Dall’analisi dei filmati 
ottenuti e delle immagini rappresentative  si rileva che la capacità migratoria delle cellule 
controllo e delle GN-11 in cui è stata silenziata o sovra-espressa la neuritina è differente. 
Infatti, le cellule che sovra-esprimono la proteina migrano più lontano e più velocemente delle 
cellule controllo, mentre le cellule silenziate migrano più lentamente delle cellule controllo. 
Va sottolineato che le cellule silenziate che presentano una forma non più bipolare ma 
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multipolare, pur mostrando una migrazione ridotta, tendono comunque a spostarsi, anche se 
sembra mancare una specifica direzionalità.  
 
Figura 13 Videomicroscopia ottica in fluorescenza time-lapse indicante le variazioni nella migrazione 
dopo silenziamento o sovra-espressione della neuritina a diversi tempi. Le frecce bianche 
indicano sempre la posizione della cellula in esame; le frecce nere indicano la posizione 
della cellula al precedente tempo di analisi; l’asterisco indica la terza posizione raggiunta 
(presente solo nelle cellule trasfettate con il pIRES-Nrn1dopo 8 h di migrazione).     
Scalebar = 20 µm 
6.4 MO DIFICAZIO NI PO ST-TRADUZIO NALI DELLA TUBULINA 
Durante il processo di migrazione cellulare la riorganizzazione del citoscheletro svolge un 
ruolo molto importante in quanto permette i cambiamenti morfologici necessari alla cellula 
per migrare. Un importante ruolo è quello ricoperto dalla tubulina. Al variare della capacità 
della cellula di migrare, varia anche la stabilità della tubulina, aumentando nelle cellule con 
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scarsa capacità migratoria e diminuendo in quelle che migrano maggiormente. La maggiore o 
minore stabilità della tubulina è espressione anche delle diverse modificazioni post-
traduzionali a cui può essere sottoposta la α-tubulina. Per questo motivo abbiamo analizzato 
se la variazione della motilità cellulare, indotta dalla neuritina, correla con la variazione delle 
forme post-traduzionali della tubulina che ne regolano la stabilità. Le diverse forme 
modificate di tubulina prese in considerazione sono: 1) tubulina acetilata e tubulina de-
tirosinata, associate a microtubuli più stabili, maggiormente presenti in cellule non migranti; 
2) tubulina tirosinata: associata a microtubuli altamente dinamici, maggiormente presente in 
cellule che hanno capacità migratorie. Utilizzando anticorpi specifici per le tre diverse forme 
di tubulina, sono stati analizzati i livelli di espressione proteica delle varie isoforme 
modificate nelle cellule GN-11 sia in condizioni basali, sia dopo modulazione dei livelli di 
neuritina.  
Tramite analisi Western blot (Fig.14 e 15) abbiamo osservato che silenziando la neuritina 
si osserva un corrispettivo aumento delle due forme più stabili, coerentemente con la ridotta 
capacità migratoria. Al contrario, aumentando l’espressione della neuritina si osserva un 
incremento della tubulina tirosinata che conferisce ai microtubuli una maggiore dinamicità e 
la conseguente possibilità di aumentare la motilità cellulare (Fig.16). La α-tubulina totale 
resta invariata ed è stata utilizzata per normalizzare i dati. Risultati in completo accordo sono 






Figura 14 Variazioni della tubulina acetilata dopo silenziamento o sovra-espressione della 
neuritina. In alto a sinistra è riportata l’Analisi Western Blot e a fianco la quantizzazione 
delle modificazioni post-traduzionali normalizzate per l’alfa tubulina. L’ immagine in 





Figura 15 Variazioni della tubulina detirosinata dopo silenziamento o sovra-espressione della neuritina. 
In alto a sinistra è riportata l’Analisi Western Blot e a fianco la quantizzazione delle 
modificazioni post-traduzionali normalizzate per l’alfa tubulina. L’ immagine in basso riporta 





Figura 16   Variazioni della tubulina tirosinata dopo silenziamento o sovra-espressione della neuritina. 
In alto a sinistra è riportata l’Analisi Western Blot e a fianco la quantizzazione delle 
modificazioni post-traduzionali normalizzate per l’alfa tubulina. L’ immagine in basso riporta 




6.5 EVIDENZE IN VIVO  DELLA MO DULAZIO NE DELLA MIGRAZIO NE 
CELLULARE DA PARTE DELLA NEURITINA  
Inizialmente, per confermare in vivo il ruolo della neuritina nella migrazione 
cellulare si è pensato di analizzare la peculiare migrazione dei  neuroni GnRH. Tuttavia, i 
neuroni GnRH sono una popolazione cellulare molto esigua (circa 800 neuroni in un 
cervello di ratto adulto) ed anche dispersa in aree diverse (Wierman, Kiseljak-Vassiliades 
et al. 2011). In aggiunta, non è commercialmente disponibile un anticorpo che riconosca la 
neuritina e che funzioni correttamente in immuno-istochimica. Chiaramente, si è tentato di 
ovviare alla mancanza dell’anticorpo idoneo rilevando l’espressione genica della neuritina 
mediante ibridazione insitu,  in topi transgenici GnRH-GFP, cioè in topi in cui i neuroni 
GnRH esprimono la proteina GFP rendendoli più facilmente riconoscibili. Purtroppo la 
tecnica dell’ibridazione in situ impedisce poi di evidenziare il GFP mediante 
immunofluorescenza. Abbiamo quindi cercato di risolvere il problema sperimentale 
utilizzando  fettine contigue di cervello di embrioni in cui riconoscere la neuritina tramite 
ibridazione in situ e il GnRH tramite immunofluorescenza. Purtroppo anche questo 
tentativo è fallito in quanto i neuroni GnRH riconosciuti sono pochissimi e la tecnica 
d’ibridazione in situ non è così specifica per poter rilevare una colorazione su singole 
cellule. 
Questo primo tipo di approccio sperimentale è risultato quindi essere molto 








Figura 17 Espressione genica della neuritina nella eminenza ganglionica di 
ratto a diverse età embrionali. I livelli di neuritina-mRNA sono stati 
misurati mediante RT-qPCR. I dati sono stati normalizzati con i livelli 
di GAPDH mRNA, espressi rispetto ai livelli determinati ad E15. Ogni 
colonna rappresenta la media ± SEM  di 6 replicati.  Analisi statistica 
condotta tramite anova, e Tukey post-hoc test. * p<0.05. 
Vista la difficoltà nel rilevare i neuroni GnRH e correlarli alla espressione di neuritina, 
in vivo, siamo andati ad analizzare il comportamento di una altra popolazione neuronale 
caratterizzata da una elevata capacità migratoria, spesso utilizzata come modello di studio 
della migrazione neuronale: gli interneuroni della eminenza ganglionica. Queste cellule 
migrano tangenzialmente verso la corteccia a partire dal 15°-16° giorno di vita embrionale 
e il loro movimento richiede un preciso controllo spazio-temporale imposto da stimoli 
ambientali, per consentire la creazione di una citoarchitettura corretta e di una esatta 
connettività neuronale (Caviness and Rakic 1978; Hatten 1990; Hatten and Mason 1990; 
Rakic 1990).  
Tramite real-time PCR abbiamo innanzitutto verificato che la neuritina venga espressa 
anche a livello dell’eminenza ganglionica e abbiamo anche rilevato che la sua espressione 
aumenta all’aumentare dell’età embrionale  (Fig.17).  
Al fine di verificare se la neuritina modula la migrazione degli interneuroni della 
eminenza ganglionica, abbiamo approntato delle colture di neuroni dissociati di eminenza 
ganglionica e le abbiamo transfettate con pIRES-Nrn1 così che la neuritina venga sovra-
espressa. L’efficienza di trasfezione in queste colture è di circa il  30% (Fig.18). Mediante 




chemoattrattore è stato utilizzato l’FBS al 10% e le colture sono state lasciate migrare per 
8h. Gli esperimenti indicano che quando viene indotta l’espressione di neuritina si ha un 
aumento di migrazione del 20% rispetto ai controlli (Fig.19).  Poiché in coltura gli 
interneuroni della eminenza ganglionica non mantengono la stessa capacità migratoria che 
hanno in vivo, non ci è stato possibile utilizzare queste colture anche per lo studio 
dell’effetto del silenziamento della neuritina.  
 
 






Figura 19 Attivitàmigratoria di colture di neuroni dell’eminenza ganglionica di ratto (16 
giorni  di età embrionale) dopo sovra-espressione di neuritina. Boyden 
assay, 8h di migrazione con il10% di FBS come chemoatrattore. 
Evidenziato l’effetto della neuritina su colture primarie di interneuroni dell’eminenza 
ganglionica, abbiamo confermato i risultati con esperimenti in vivo. In particolare,  
mediante elettroporazione, abbiamo transfettato il plasmide esprimente la neuritina, in 
sezioni di 300 µm di cervello di ratto E16 a livello della eminenza gangliare (Fig.20, 21, 
22). Le sezioni approntate sono state mantenute in coltura per 48 h e poi fissate in 
paraformaldeide. I dati ottenuti, sembrano indicare che a 48 h la sovra-espressione di 
neuritina induce un aumento di migrazione rispetto ai controlli. I risultati ottenuti sono stati 
quantizzati attraverso conta cellulare. Nel grafico sono riportate le percentuali di cellule 
migrate, ottenute confrontando le cellule transfettate migrate rapportate al numero totale di 
cellule transfettate poste pari a 100%. In questo caso la neuritina è stata cotransfettata con 
il plasmide pCAG-DsRed (gentilmente donato da Dr. M. Hoshino, Kyoto University, 
Kyoto, Japan) ad un rapporto 4:1 in quanto con questa tecnica il segnale del GFP tende a 
indebolirsi, oltre al fatto che il microscopio confocale utilizzato risulta essere più sensibile 
alla fluorescenza rossa. Il conteggio conferma l’aumento di  migrazione indotto dalla 
neuritina, quantizzato nel 20%, che concorda con il dato precedentemente ottenuto con le 






Figura 20 Elettroporazione dell’eminenza ganglionica di sezioni di cervello di ratto E16. Immagini 
ottenute per mezzo di microscopia confocale, Ingradimento 5x. La scale bar indica 100µm 
 
 
Figura 21 Ingradimento dell’area di elettroporazione dell’eminenza ganglionica, ingrandimento 10x. La 






Figura 22 Ingrandimento della corteccia, regione in cui migrano gli interneuroni. Ingrandimento 10X. 




Figura 23 Percentuale di cellule migrate dopo elettroporazione della 
eminenza ganglionica con neuritina. Analisi effettuata rapportando 
il numero di cellule transfettate migrate rispetto al numero di cellule 
totali transfettate, poste al 100%. *** p<0,001 
Come per le colture primarie di neuroni, anche in questo caso, essendo i livelli di 
espressione basale della neuritina molto bassi , abbiamo deciso di non effettuare gli 





Uno degli aspetti fondamentali durante lo sviluppo del sistema nervoso centrale è la 
migrazione cellulare dalle regioni di origine a quelle di destinazione finale, allo scopo di 
creare la struttura cerebrale che poi si osserva nell’adulto e di permettere il suo corretto 
funzionamento. In molti studi è stato osservato che modificazioni in questo processo 
portano ad embrioni che non sono vitali o che sviluppano gravi patologie. Ne sono un 
esempio, la sindrome di Kallmann e l’ipogonadismo ipogonadotropo normosomico 
dovuti ad un’anomala migrazione dei neuroni GnRH (Wierman, Kiseljak-Vassiliades et 
al. 2011) ed anche la lissencefalia causata da una alterata espressione di Lis1 (Marin and 
Rubenstein 2003). 
In questo lavoro di tesi abbiamo dimostrato il coinvolgimento nella migrazione 
neuronale della proteina neuritina.  
Sino ad ora questa proteina è stata considerata coinvolta nella regolazione della 
crescita dei neuriti e nel processo di maturazione sinaptica (Naeve, Ramakrishnan et al. 
1997; Nedivi, Wu et al. 1998; Cantallops and Cline 2008) ed anche nostri precedenti 
studi hanno dimostrato che la neuritina è coinvolta nella modulazione della crescita 
neuritica durante il differenziamento neuronale indotto da NGF (Cappelletti, Galbiati et 
al. 2007).  
Grazie ad una analisi microarray delle cellule GN-11 abbiamo evidenziato che la 
neuritina è uno dei geni maggiormente espressi in questa linea di neuroni GnRH 
secernenti. Poiché le cellule GN-11 hanno un’elevata capacità migratoria abbiamo 
ipotizzato che questa proteina potesse essere coinvolta nei processi di migrazione 
cellulare. Inoltre, va ricordato, che molti processi che si attuano nell’allungamento 
neuritico/assonale vengono utilizzati anche nella migrazione cellulare.  
Il primo approccio è stato quello di paragonare l’espressione di neuritina delle cellule 
GN-11 con quella delle cellule GT1-7, neuroni GnRH-secernenti che hanno perso la 
capacità migratoria. Questi primi esperimenti ci hanno indicato che le cellule GN-11 
hanno livelli di espressione proteica e genica di neuritina molto più alti rispetto alle 
cellule GT1-7, supportando la nostra ipotesi di un coinvolgimento della neuritina nei 




A supporto della nostra ipotesi, è riportato in letteratura un lavoro di Orso e 
collaboratori che indica la neuritina come uno dei geni la cui espressione viene ridotta a 
fronte di una riduzione della motilità delle GN11 dopo silenziamento di AP2-α (un gene 
essenziale per la migrazione cellulare della cresta neurale).  
Il passo successivo è stato quello di valutare se la modulazione dei livelli di 
espressione della neuritina, mediante sovra-espressione o silenziamento genico, fosse in 
grado di modulare la migrazione neuronale. La migrazione delle cellule GN-11 è 
risultata essere fortemente influenzata dai livelli di neuritina; infatti, entrambi i saggi di 
migrazione effettuati (camera di Boyden e wound healing test) hanno evidenziato che il 
silenziamento del gene della neuritina porta ad una diminuzione dell’attività migratoria 
delle cellule GN11, mentre la sovra–espressione del gene stimola la migrazione delle 
cellule. Questi esperimenti sono stati svolti nelle cellule GN-11 in quanto esse hanno un 
livello basale di espressione della neuritina che ci permette di valutare l’effetto del 
silenziamento, mentre le GT1-7 hanno livelli di espressione basale di questa proteina 
troppo bassi. Inoltre, con le cellule GT1-7 si ha una minore efficienza di transfezione. 
Poiché è noto che la neuritina espressa durante la morfogenesi del prosencefalo 
contribuisce al mantenimento del bilancio tra proliferazione ed apoptosi in regioni del 
cervello che vanno incontro a rapida proliferazione tramite una inattivazione della 
caspasi 3 (Putz, Harwell et al. 2005), abbiamo valutato un eventuale effetto della 
neuritina sulla proliferazione cellulare. Nelle nostre condizioni sperimentali ne 
l’aumento ne la diminuzione della espressione della neuritina porta a variazioni della 
proliferazione cellulare e quindi questo parametro non influenza i risultati da noi 
ottenuti sulla migrazione cellulare. 
Le cellule della linea GN-11 possono presentare varie morfologie. Infatti, in coltura 
sono presenti sia cellule bipolari sia cellule multipolari con differenti grandezze e 
ramificazioni. In genere, viene attribuita una maggiore capacità migratoria alle cellule 
che hanno una forma bipolare e che presentano un prolungamento guida (Giacobini, 
Giampietro et al. 2002). Nonostante ciò, negli esperimenti di video microscopia time-
lapse noi abbiamo osservato variazioni nella capacità migratoria generale delle cellule. 
Infatti, accanto alle cellule bipolari anche le cellule multipolari, aumentano la loro 
motilità dopo sovra-espressione della neuritina, così come la diminuiscono dopo 
silenziamento. In questo esperimento però possiamo solo parlare di motilità cellulare in 




cellule, ma è stata fatta solo una registrazione della motilità spontanea di queste cellule. 
L’analisi morfologica delle GN-11 ci ha indicato un aumento del numero di cellule che 
presenta forma bipolare dopo sovra-espressione della neuritina. A supporto della 
maggiore propensione a migrare in presenza di più alti livelli di neuritina, abbiamo 
rilevato anche una netta diminuzione del diametro minimo delle cellule; infatti, le 
cellule in fase di migrazione presentano in genere un corpo più affusolato, con un 
diametro minimo ridotto rispetto alle cellule in condizioni basali.  
Alla base della migrazione cellulare vi è un attivo sistema di riarrangiamento del 
citoscheletro; in particolar modo un ruolo fondamentale è svolto dalle tubuline. Infatti, 
passaggio fondamentale per lo spostamento della cellula è la nucleocinesi, un processo 
in cui il centrosoma si sposta nel prolungamento guida attirando verso di sé il nucleo 
grazie ai microtubuli e alle dineine ad esso associate (Marin and Rubenstein 2003). 
Affinché ciò avvenga è necessario che vari la stabilità dei microtubuli. Molte molecole 
note per essere coinvolte nella regolazione della migrazione neuronale, agiscono 
attraverso la variazione della stabilità dei microtubuli, quali: LIS1 (Sapir, Elbaum et al. 
1997), Nde11(Guo, Yang et al. 2006), DCX (Francis, Koulakoff et al. 1999; Gleeson, 
Lin et al. 1999; Horesh, Sapir et al. 1999). Inoltre, in molti studi è stato dimostrato che 
la regolazione della stabilità dei microtubuli è indispensabile anche per la morfologia 
del cono di crescita e per la formazione del processo guida (Dent and Gertler 2003; 
Etienne-Manneville 2010). La stabilità dei microtubuli (in termini di emivita) può 
essere messa in rapporto con differenti modificazioni post-traduzionali della α-tubulina 
quali ad esempio la tirosinazione, la detirosinazione e la acetilazione (Westermann and 
Weber 2003). In genere, la tubulina tirosinata risulta essere più dinamica, mentre la 
tubulina detirosinata o acetilata risulta essere maggiormente stabile (Etienne-Manneville 
2010). Tuttora è ancora molto dibattuto se le modificazioni post-traduzionali dei 
microtubuli siano coinvolte nella motilità cellulare (Etienne-Manneville 2010). E’ noto 
che modificazioni degli enzimi SIRT2 e HDAC6, che sono responsabili della 
acetilazione della α-tubulina, inducono un conseguente cambiamento della adesione e 
della migrazione cellulare (Tran, Marmo et al. 2007; Pandithage, Lilischkis et al. 2008). 
La correlazione tra forme della α-tubulina modificate post-traduzionalmente e capacità 
migratoria è supportata anche dai dati riportati in questa tesi. Infatti, abbiamo 
dimostrato che nelle cellule GN-11, caratterizzate da una alta motilità, vi sono livelli più 




caratterizzate dal non essere in grado di migrare, neppure in risposta ad un forte 
chemoattrattore quale l’FBS. In relazione alla neuritina, i risultati indicano un aumento 
delle forme acetilate e de-tirosinate della α-tubulina nelle cellule che hanno ridotto la 
loro capacità migratoria dopo silenziamento genico della neuritina. Al contrario si 
osservano livelli più elevati della forma tirosinata nelle cellule in cui è stata sovra-
espressa la neuritina con conseguente aumento della motilità. Questi risultati, nel loro 
insieme, ci indicano una correlazione tra livelli di neuritina e forme post-traduzionali 
modificate della tubulina al fine di regolare la migrazione cellulare. Purtroppo non 
conosciamo ancora i meccanismi molecolari attraverso i quali la neuritina riesce a 
modificare la tubulina e neppure se è un effetto diretto o mediato da altri fattori; nei 
prossimi studi ci siamo proposti di indagare queste vie di segnale. 
Gli studi fino ad ora discussi sono stati condotti in vitro ed indicano un ruolo della 
neuritina nella migrazione neuronale con un possibile coinvolgimento del 
rimodellamento dei microtubuli. Tuttavia sarebbe interessante indagare se anche in vivo 
si osserva una modulazione della migrazione neuronale da parte della neuritina. Durante 
l’embriogenesi, come precedentemente detto, si osserva una massiccia migrazione 
neuronale, per questo motivo abbiamo condotto gli studi in vivo su cervelli embrionali. 
Inizialmente si era pensato di osservare come varia l’espressione della neuritina a livello 
dei neuroni GnRH anche in base alle loro diverse fasi di migrazione, tuttavia il numero 
esiguo di questi neuroni e l’assenza di un anticorpo funzionante in modo specifico per la 
neuritina non ci hanno permesso di realizzare questo progetto.  
In letteratura sono presenti solamente due studi di localizzazione della neuritina, 
condotti attraverso la tecnica d’ibridazione in situ su sezioni di cervello embrionale di 
ratto E14, E17 ed E18. Questi studi sembrano escludere la localizzazione della neuritina 
da due diverse aree di migrazione neuronale, quali: l’eminenza ganglionica (la regione 
da cui partono gli interneuroni GABAergici per arrivare alla corteccia) e l’epitelio 
olfattorio (area da cui inizia la migrazione dei neuroni GnRH per arrivare all’ipotalamo) 
(Naeve, Ramakrishnan et al. 1997; Putz, Harwell et al. 2005); i dati sono stati da noi 
confermati con la stessa tecnica in ratti ad E18 ma non sono stati mostrati in questo 
elaborato. Tuttavia, attraverso analisi real-time PCR condotte su diverse aree cerebrali a 
diverse età embrionali abbiamo dimostrato che all’età di E16 a livello dei bulbi olfattori 
(regione in cui dovrebbero essere presenti i neuroni GnRH migranti a questa età 




rispetto a quelli ipotalamici (regione di destinazione dei neuroni GnRH). Inoltre, anche 
se con l’ibridazione in situ l’eminenza ganglionica (area di partenza degli interneuroni 
che successivamente raggiungono diverse aree cerebrali tra cui la corteccia) sembra non 
esprimere la neuritina, l’analisi real time PCR ha rivelato che, già all’età embrionale di 
16 giorni, la neuritina viene espressa. Secondo quanto riportato in letteratura (Naeve, 
Ramakrishnan et al. 1997; Putz, Harwell et al. 2005) e coerentemente alla sua funzione 
di sinaptogenesi e formazione dell’albero dendritico (Cantallops, Haas et al. 2000; 
Cantallops and Cline 2008), i livelli d’espressione della neuritina in corteccia 
aumentano all’aumentare dell’età embrionale; questa tendenza sembra essere rispettata 
anche nell’eminenza ganglionica. 
Stabilito che nella eminenza ganglionica si ha una espressione basale di neuritina,  
abbiamo verificato che la sovra-espressione della neuritina fosse in grado di stimolare la 
migrazione neuronale anche in vivo. Gli esperimenti sono stati condotti secondo due 
approcci sperimentali: a) utilizzo di colture primarie di eminenza ganglionica; b) 
elettroporazione della eminenza ganglionica di sezioni di cervello di embrioni di ratto. 
L’analisi della attività migratoria delle colture dissociate dopo transfezione per sovra-
esprimere la neuritina è stata effettuata mediante saggio di Boyden ed ha riconfermato i 
dati ottenuti con le colture di cellule GN-11. Anche i risultati della elettroporazione in 
vivo indicano un aumento della capacità migratoria degli interneuroni della eminenza 
ganglionica dopo sovra-espressione della neuritina. Quindi, nel loro insieme, i dati 
ottenuti in vivo ci hanno confermato i risultati precedentemente ottenuti in vitro, 
indicandoci un possibile ruolo della neuritina nella migrazione neuronale. 
I meccanismi che stanno alla base dell’azione della neuritina negli interneuroni della 
eminenza ganglionica non sono ancora stati chiariti. Un possibile meccanismo d’azione 
vede coinvolto il BDNF, un fattore di crescita con azione neurotrofica, che come è noto 
controlla i livelli di neuritina (Naeve, Ramakrishnan et al. 1997; Cantallops, Haas et al. 
2000). Il BDNF è stato recentemente correlato alla migrazione degli interneuroni. 
Infatti, secondo uno studio condotto in vitro (Petridis and El Maarouf 2011), 
sembrerebbe che questo fattore di crescita possa agire in modo duplice: come 
chemoattrattore, inducendo la migrazione cellulare se espresso a livelli “fisiologici” 
(1ng/ml) o come agente che induce il differenziamento se presente ad elevati livelli 
(10ng/ml). Lo studio di questi autori ci suggerisce che esso possa svolgere la funzione 




Sempre in relazione all’individuazione di un meccanismo d’azione che spieghi in che 
modo i livelli di neuritina sono correlati alla migrazione neuronale, sarebbe interessante 
indagare una possibile interazione tra l’espressione della neuritina e il sistema che vede 
coinvolte le semaforine e slit-robo. Infatti, attraverso differenti segnali attrattivi e 
repulsivi, queste proteine agiscono indirizzando gli interneuroni GABAergici 
dell’eminenza ganglionica verso la corteccia permettendogli di seguire un preciso 
percorso e, ad esempio, impedendogli di attraversare il nucleo striato. 
Tutti questi risultati indicano chiaramente un ruolo della neuritina nella migrazione 
cellulare, fenomeno che può essere origine di molte patologie se soggetto a disfunzioni. 
Infatti, è stato riportato che uno dei geni correlati al manifestarsi della schizofrenia è 
quello della pericentrina (Numata, Nakataki et al. 2010), una  proteina necessaria per il 
corretto funzionamento dei centrosomi e le cui ,mutazioni si manifestano con difetti 
nella migrazione degli interneuroni (Endoh-Yamagami, Karkar et al. 2010). Inoltre, è 
interessante notare che polimorfismi del gene che codifica per la neuritina potrebbero 
essere coinvolti nelle disfunzioni cognitive alla base della schizofrenia (Chandler, 
Dragovic et al. 2010). 
I tumori sono un altro gruppo di patologie per le quali le modificazioni della 
migrazione cellulare sono di basilare importanza. A questo riguardo, è stato osservato 
che l’espressione della neuritina  risulta essere aumentata solo in alcuni tipi tumorali ed 
in particolare nelle aree perinecrotiche che circondano i tumori (Le Jan, Le Meur et al. 
2006). Essa sembra essere coinvolta nella tumorigenesi promuovendo cambiamenti 
morfologici e crescita ancoraggio-indipendente (Raggo, Ruhl et al. 2005). Tuttavia il 
coinvolgimento della neuritina nell’insorgenza di tumori è molto dibattuto in quanto 
non tutti i tumori presentano un aumento d’espressione di questa proteina. Di particolare 
interesse è l’azione angiogenetica della neuritina. L’angiogenesi è una fase 
fondamentale per la formazione e sviluppo di un tumore, e prevede la migrazione delle 
cellule endoteliali, che danno luogo alla formazione di nuovi vasi. Molto recentemente è 
stato pubblicato un lavoro che supporta i nostri dati in cui si dimostra che la neuritina 
aumenta in modo dose-dipendente la migrazione delle cellule endoteliali HUVEC e la 
formazione di nuovi vasi (Han, Qin et al. 2011). Nello stesso lavoro viene anche 
riportato che la neuritina, nonostante abbia un ruolo angiogenetico, agisce come fattore 





Con il coinvolgimento in un processo quale la migrazione cellulare, la neuritina 
potrebbe diventare un promettente target terapeutico di condizioni patologiche in cui i 
processi di migrazione sono alla base delle alterazioni patologiche e quindi disturbi 
dello sviluppo embrionale, ma anche disordini mentali quali ritardo mentale, autismo, 
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